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ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE LA GERMINACION EN SEMILLAS DE Cedrela
odorata L. PARA SU CONSERVACION

Lorena Galvez Lopez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Cedrela odorata L. es una especie forestal tropical importante en el mercado de
madera para la fabricacion de muebles finos. Sus poblaciones se han sobreexplotado
lo que la ha llevado a ser protegida. Una manera de usar y conservar la especie es
guardar semillas en bancos de germoplasma; sin embargo, su viabilidad decrece en el
corto plazo. Los mecanismos fisiolégicos y moleculares implicados en el proceso
germinativo son poco conocidos; por lo que su estudio es necesario para el desarrollo
de nuevas estrategias de conservacion y manejo de estas semillas. El objetivo fue
identificar genes implicados en el proceso germinativo de semillas de C. odorata a
través de un estudio basado en los cambios de expresion genica. Se generé un
transcriptoma de novo considerando tres etapas del proceso germinativo: semilla
madura seca (S), hidratada al 95% (E) y germinada (G). Después se realizé el estudio
de expresion diferencial utilizando las comparaciones: Svsg, EvsG y SvsG. Para el
analisis se us6 programacion en R y el paguete DESeq2. El umbral para considerar un
gen diferencialmente expresado (DEG) fue obtener un valor de significancia (pad)) <
0.01 y un valor absoluto de cambio de expresiéon (Log2 FoldChange) = 2. Las
secuencias generadas fueron anotadas de acuerdo con bases de datos publicas
preexistentes, lo que permitio identificar putativamente a los genes. Los DEG fueron
analizados por medio de los términos GO y su enriguecimiento. El transcriptoma tuvo
un total de 52,490 genes, un %GC de 42.62 y un valor N50 de 1,668. Se encontraron
22 grupos funcionales destacando las modificaciones postraduccionales vy
transcripcion. En las categorias procesos biolégicos (PB), componentes celulares (CC)
y funcibn molecular (FM) de la clasificacion GO, predominaron los términos:
“regulacion de la transcripcion-plantila de ADN”, “ndcleo” y “union de ATP”,
respectivamente. El analisis de expresién diferencial evidencié a 8,863 DEG. Durante el
proceso germinativo se exhibieron dos etapas: la primera, relacionada con la
reactivacion metabdlica posterior a la imbibicion en la cual los genes con mayor cambio
son aquellos relacionados con el metabolismo energético, la sefalizacién y el
metabolismo de la pared celular. En la segunda se presentaron genes relacionados con
el alargamiento del embrion. También se evidenciaron cambios en la expresion de
genes relacionados con tolerancia a la desecacién como HSP, GGT1 y GOLS2. Los
resultados contribuyen al conocimiento de los mecanismos fisiolégicos y moleculares
presentes en el proceso germinativo de C. odorata y genera un punto de partida a
investigaciones que incluyan la asociacion del genotipo con el manejo de semillas en el
almacenamiento.

Palabras clave: Anotacion funcional, gen diferencialmente expresado, proceso
germinativo, transcriptoma.



TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF GERMINATION IN SEEDS OF Cedrela odorata
L. FOR THEIR CONSERVATION

Lorena Galvez Lopez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Cedrela odorata L. is an important tropical forest species in the international wood
market, used for manufacturing of fine furniture. Its populations are overexploited, which
has led it to be protected. One way to use and conserve the species is by storing seed
in germplasm banks, however, its viability decreases in a short time. The physiological
and molecular mechanisms involved in the germination process are poorly understood,;
Therefore, its study is necessary for the development of new strategies for the
conservation and management of these seeds. The objective was to identify genes
involved in the germination process of C. odorata seeds through a study based on
changes in gene expression. A de novo transcriptome was generated considering three
stages within the germination process: dry mature seed (S), 95% hydrated (E) and
germinated (G). Afterwards, the differential expression study was carried out using the
comparisons: Svsk, EvsG and SvsG. For the analysis, R programming and the DESeq2
package were used. The threshold to consider a differentially expressed gene (DEG)
was to obtain a significance value (padj) < 0.01 and an absolute value of expression
change (Log2 FoldChange) = 2. The generated sequences were annotated according to
pre-existing public databases which allowed putative identification of the genes. The
DEGs were analyzed through the GO terms and their enrichment. The transcriptome
had a total of 52,490 genes, a %GC of 42.62, and an N50 value of 1,668. 22 functional
groups were found, highlighting the post-translational modifications and transcription. In
the categories, biological processes (PB), cellular components (CC) and molecular
function (FM) of the GO classification, the terms: “regulation of transcription-DNA
template”, “nucleus” and “ATP binding” predominated, respectively. Differential
expression analysis evidenced at 8,863 DEG. During the germinative process two
stages were exhibited: the first, related to metabolic reactivation after imbibition in which
the genes with the greatest change are those related to energy metabolism, signaling
and cell wall metabolism are expressed. In the second, genes related to the elongation
of the embryo showed up. Changes in the expression of genes related to tolerance to
desiccation such as HSP, GGT1l and GOLS2 were also evidenced. The results
contribute to the knowledge of the physiological and molecular mechanisms present in
the germination process of C. odorata and generate a starting point for further research
that includes the association of the genotype with the handling of seeds in storage.

Key words: Functional annotation, differentially expressed gene, germinative process,

transcriptome.
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funcional de los términos GO. El eje X representa los términos
organizados en tres categorias: componente celular, funcién molecular
y procesos biolégicos. El eje Y, en el lado izquierdo, muestra el
porcentaje de genes anotados en cada subgrupo de cada categoria y
en el lado derecho, el nimero de genes anotados en cada
comparacion. B) Diferencias significativas en funcion del log10 p-value

(<0,05) de los procesos biolégicos analizados, organizados en orden
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INTRODUCCION GENERAL

Cedro rojo (Cedrela odorata L.) es una especie forestal maderable de la familia
meliacea. Se distribuye en México por la vertiente del golfo, desde el Sur de
Tamaulipas hasta la peninsula de Yucatan y en la vertiente del Océano Pacifico desde
Sinaloa hasta Colima y en la costa de Chiapas (Pennington y Sarukhan, 2005). Tiene
alta importancia en la industria forestal debido a distintos usos de su madera,
especialmente la fabricacion de muebles finos (Cintron, 1990). Esto la hace vulnerable
por la explotacién ilegal de los mejores fenotipos en su zona de distribucién natural (de
la Torre, 2013); ademas, se suma a ello la reduccién de la cubierta vegetal generada
por el cambio de uso de suelo para cultivos agricolas, potreros y asentamientos
humanos (Orantes-Garcia et al.,, 2013). Debido a ello, es catalogada como especie
protegida por algunas instituciones como la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) (CITES,
2017), la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) (IUCN,
2017) y en México por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) a través de la NOM-059 (SEMARNAT, 2010). Por lo tanto, es
considerada como una especie prioritaria dentro de los programas de conservacion a

nivel nacional.

El almacenamiento de semillas en bancos de germoplasma representa una
estrategia importante de conservacion ex situ a largo plazo, ya que favorece resguardar
genotipos sobresalientes y preservar la diversidad genética de la especie. Sin embargo,
este tipo de almacenamiento no es factible para todas las especies, debido a la
variabilidad con la cual envejecen naturalmente las semillas. La pérdida de viabilidad y
vigor puede ser gradual o rapida segun el origen y genotipo de la semilla a almacenar,
lo cual es un reflejo de caracteristicas intrinsecas como su tolerancia a la desecacion,
es decir su capacidad de sobrevivir al secado y después rehidratarse completamente
para originar una nueva plantula, ademas de otras particularidades como su tolerancia

a las bajas temperaturas (Verdier et al., 2013).

La longevidad de la semilla se adquiere durante la maduracién en la planta madre

(Verdier et al., 2013; Sano et al., 2016), aumentando progresivamente durante esta



etapa, después de adquirir tolerancia a la desecacion (Sano et al., 2016). De manera
gue se define como longevidad de la semilla al periodo en el cual la semilla sigue
siendo viable. Dependiendo del tipo semillas, estas pueden tener una longevidad desde
meses, afos, décadas hasta milenios (Verdier et al., 2013; Sano et al., 2016). No
obstante a lo anterior, la longevidad también dependera de las condiciones de manejo
de las semillas previo a y durante el almacenamiento como la humedad relativa, el
contenido de humedad de la semilla, la presion de oxigeno y la temperatura a la cual es
expuesta (Sano et al., 2016).

A nivel celular, los factores que influyen en la reduccion de la longevidad de la
semilla estdn asociados con la oxidacion de acidos nucleicos, proteinas y lipidos,
mediadas por las especies reactivas de oxigeno (ROS). Dos de los métodos para evitar
la oxidacion (estrés) son: en primer lugar, el mecanismo de proteccion en el que el
citoplasma pasa de un estado liquido a un estado vitreo, minimizando las actividades
metabdlicas y generando sistemas antioxidantes, lo que evita la acumulacion de
macromoléculas oxidadas (Sano et al., 2016). Dicho cambio de estado esta mediado
por proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP, por sus siglas en inglés),
proteinas abundantes en embriogénesis tardia (late embryogenesis abundant, LEA, por
sus siglas en inglés) y azucares. Los genes responsables de estas proteinas presentan
mayor grado de expresion a medida que aumenta la maduracion y secado de las
semillas, por lo que se les relaciona con la tolerancia a la desecacion (Bewley et al.,
2013). El segundo es el sistema de reparacion, que elimina el dafio acumulado en el
ADN, ARN Yy proteinas después de la imbibicién, mediante enzimas como la ADN
glicosilasa y la metionina sulféxido reductasa (Sano et al., 2016) o bien las ADN ligasas
y la proteina L-isoaspartil metiltranferasa (Verdier et al., 2013).

Es asi como las semillas se clasifican segun su tolerancia a la desecacion en:
ortodoxas, intermedias y recalcitrantes. Las ortodoxas soportan una deshidratacion
hasta del 5 %, las intermedias entre un 10 y 12.5 % y las recalcitrantes entre un 15 %y
50 % (Magnitskiy y Plaza, 2007). Es decir, las semillas ortodoxas tienen alta tolerancia
a la desecacion, las intermedias no toleran un secado completo, mientras que las

recalcitrantes son sumamente sensibles a la desecacion (Dussert et al., 2018) y son



susceptibles a la fuga de electrolitos y dafo a la membrana (Obroucheva et al., 2016).
Ademas, durante el almacenamiento, las semillas ortodoxas toleran las bajas
temperaturas; mientras que las intermedias y recalcitrantes exhiben mayor sensibilidad
(Hay y Probert, 2013; Stavrinides et al., 2020). Dada estas caracteristicas, las semillas
ortodoxas, bajo condiciones adecuadas como la temperatura y contenido de humedad,
se pueden almacenar en bancos de semillas por periodos de tiempo prolongados
manteniendo su viabilidad; mientras que las semillas no ortodoxas bajo dichas
condiciones de almacenamiento pueden sobrevivir uno o hasta dos afios (Hay y
Probert, 2013). A menudo muchas de las especies tropicales se caracterizan por tener
un comportamiento recalcitrante, tal es el caso del coco y el cacao, o bien son semillas

intermedias como el café y los criticos (Stavrinides et al., 2020).

Las semillas de C. odorata se clasifican como ortodoxas, pero pierden la viabilidad
rapidamente. Durante el almacenamiento, el mejor registro para mantener la viabilidad
es de aproximadamente 10 meses, almacenadas a 2 °C con un 4 % en contenido de
humedad (CONABIO,1983). Dadas las caracteristicas de las semillas de C. odorata
como la sensibilidad a las bajas temperaturas, la dificultad de reducir el contenido de
humedad y la reducida longevidad, deben ser consideradas como intermedias (Garcia
et al., 2015).

Dentro de la caracterizacion de estas clasificaciones de semillas se ha observado
gue las recalcitrantes se desprenden de la planta madre durante la estacibn hiumeda
con un contenido de humedad alto respecto a las ortodoxas, lo que las hace tener un
metabolismo mas activo y mayor movilizacion de reservas, provocando su rapida
germinaciéon (Obroucheva et al., 2016). Asi mismo, se caracterizan por tener un mayor
tamano y tejidos externos relativamente delgados (Hay y Probert, 2013; Obroucheva et
al., 2016). De igual manera Magnitskiy y Plaza (2007) consideran que las semillas
recalcitrantes poseen un alto porcentaje de saturacion de acidos grasos en las
membranas (32 y 36 %) lo cual se considera alto respecto a las ortodoxas que tienen
un porcentaje entre 16 y 27 %. Sin embargo, Obroucheva et al. (2016) consideran que
el almacenamiento de lipidos no es un distintivo de las semillas recalcitrantes debido a

gue el castafo de indias (Aesculus hippocastanum L.), siendo una semilla recalcitrante,



tiene un contenido de aceite bajo en cotiledones y ejes embrionarios, 6.2 y 7.9 %,
respectivamente. Ademas, en el Seed Information Database (Royal Botanic Gardens
Kew, 2022), las semillas recalcitrantes tienen un contenido de aceite que varia de 0.5
% en Durio zibethinus Murray y 66 % en Cocos nucifera L. En semillas intermedias
varia de 7 % para Dipterocarpus alatus Roxb. ex G.Don y 64 % para Corylus avellana
L. y en ortodoxas 2.65 % para semillas de Abrus precatorius L. y 49.7 % en
Osteospermum hyoseroides (DC.) Norl. Otras de las caracteristicas distintivas en
semillas recalcitrantes son los carbohidratos como reservas de almacenamiento
predominante, las bajas cantidades de oligosacéaridos y alta cantidad en sacarosa
(Obroucheva et al., 2016).

De manera general, existe una regulacion hormonal y distintas vias de
sefializacion involucradas en la longevidad de las semillas. Por ejemplo, los
reguladores transcripcionales LAFL que incluye ABI3 (Abscisic Acid Insensitive3),
FUS3 (FUSCA3), LEC2 (LEAFY COTYLEDON2) y LEC1 (LEAFY COTYLEDON1). En
semillas de Arabidopsis se encontré que la falta de expresion de ABI3 y LEC1 hizo que
las semillas perdieran su viabilidad pocas semanas después de ser recolectadas, lo
gue hace augurar que ambos factores influyen en la longevidad de las semillas
(Zinsmeister et al., 2020). Asi mismo, se han encontrado también otros mecanismos
gue intervienen en la supervivencia de las semillas cuando estan secas, entre ellas se
encuentran los azucares no reductores, proteinas LEA, HSP, defensas antioxidantes
como el glutation, tocoferoles y flavonoides (Verdier et al., 2013). La informacién en
semillas intermedias aun es escasa, por ello, es indispensable la busqueda del
conocimiento que permita comprender a fondo los mecanismos involucrados en la

pérdida de viabilidad en semillas de C. odorata.

Durante el desarrollo de la semilla se sintetizan grandes cantidades de proteinas
(proteosintesis) de las cuales algunas se degradan y otras permanecen hasta el
momento de la rehidratacion de la semilla (Matilla, 2008), muchas de las cuales son
importantes para activar durante la germinacion (Zaynab et al., 2018). Asi el ARNt,
factores de iniciacion y elongacion, ribosomas, aminoacidos o aminoacil-ARNt

sintetasas, entre otros, se encuentran almacenados y protegidos en la semilla seca
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para realizar una parte de la sintesis proteica necesaria para el inicio de la germinacion
(Matilla, 2008). Dicho proceso requiere pasar por una serie de fases fisiologicas que
exigen de actividad metabdlica acelerada (Doria, 2010; Bewley et al., 2013; Zaynab et
al., 2018): Fase I: la hidratacion y rapida absorcion de agua e inicio de actividades
metabdlicas. Fase Il: aumento de las actividades metabdlicas, se da lugar a la sintesis
de mitocondrias, los ARNm almacenados son degradados o bien traducidos a proteinas
e inicia la transcripcibn de nuevos genes. El rompimiento de la testa por la
manifestacion de la radicula marca la finalizacion de la germinacion. Fase |li:
crecimiento de la radicula, que se caracteriza por una mayor absorcion de agua como

parte del crecimiento de la planta (Figura 1).

GERMINACION POSTGERMINACION
Fase 1 Fase 2 Fase 3

—

Movilizacion de ervas
Comienza la Respiracion almacenadas
¥y Traduccion

Reparacion de ADN

Traduccion de ARNm Adicional Elongacion de la Radicula

Grandes eventos

Transcripcion y Traduccion

Produccion de nuevas mitocondrias

Absorcion de agua

Reparacion de Mitocondrias
Sintesis de ADN y Division celular
Fuga de solutos

Tiempo -

Figura 1. Fases de la germinacion de la semilla. Se muestran los distintos eventos que ocurren
durante el proceso germinativo y la postgerminacion. La linea de en medio muestra la
dindmica de absorcion de agua en las tres fases (Tomado de Zaynab et al., 2018).

Actualmente existen nuevas tecnologias que permiten realizar estudios de
expresion génica, por lo que el analisis del proceso germinativo en semillas puede ser
estudiado por medio de ellas. A través de los avances tecnologicos con la
secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing, NGS, por sus siglas
en inglés) se ha innovado en el campo de la transcriptomica y la genémica, (Soto y

Lopez, 2012). La transcriptémica, mediante la técnica de RNA-seq (secuenciacién de



ARN), se enfoca en analizar la expresion génica a nivel del ARN y brinda informacién
acerca de la estructura y funcion de los genes dando informacién de los mecanismos
moleculares involucrados en ciertos procesos biolégicos (Alonso-Sanchez et al., 2017).
Permite ademas analizar la expresion de genes desconocidos e identificar eventos de
splicing alternativo, ademas de que ofrece un rango amplio de cuantificacién (Alonso-
Sanchez et al., 2017). El transcriptoma se define como el conjunto completo de las
transcripciones en una célula o tejido y su cantidad en una etapa especifica de
desarrollo o condicion fisiolégica, que incluye el ARN mensajero (ARNm), ARN
ribosomal (ARNr) y otros ARN no codificantes (Wang et al., 2009; Alonso-Sanchez et
al., 2017). La transcripcion es un proceso llevado a cabo en el nucleo de la célula y su
activacion depende de estimulos intra y extracelulares encendiendo cascadas de
sefializacion para determinar los genes que se expresan o reprimen (Soto y Lopez,
2012).

Los estudios de secuenciacion usando tecnologia NGS son relativamente
recientes, por lo tanto, los trabajos enfocados en realizar estudios transcriptémicos en
semillas son poco frecuentes, sobre todo en especies forestales. En C. odorata se tiene
informacion del transcriptoma de hoja (Finch et al., 2019), pero no hay informacion del
transcriptoma en semillas. En este estudio el transcriptoma en semillas que parte desde
una semilla seca y viable hasta la germinacion sensu stricto permitird conocer los
mecanismos moleculares predominantes relacionados con los cambios bioquimicos y
fisiolégicos involucrados durante las fases de la germinacién, asi como los genes

presentes en la regulacién de la expresiéon génica.

Por lo tanto, el objetivo general del presente estudio fue identificar genes
implicados en el proceso germinativo de semillas de C. odorata L. a través de estudios
basados en el andlisis de los cambios de expresion génica. Para ello se abordan los
objetivos especificos que se desglosan en dos capitulos. En el capitulo | se describe la
generacion de un transcriptoma de referencia anotado para semillas de C. odorata L.
En el capitulo Il se presenta el analisis de expresion diferencial de genes (DEG) en tres
etapas del procesos germinativo: en semillas quiescentes secas, hidratadas a 95 % y

germinadas sensu stricto. Asi mismo, se llevd a cabo una anotaciéon individual de los



100 DEG con mayor y menor expresion en las comparaciones seca vs. embebida
(Svsk), embebida vs. germinada (EvsG) y seca vs. germinada (SvsG) asi como un
andlisis de enriquecimiento GO con REVIGO. Este analisis permitio distinguir dos fases
distintivas en el proceso germinativo, con cambios en la expresion de genes asociados,
primeramente, a la reactivacion metabdlica, reparacion y respuesta a estrés; seguido
de aquellos que favorecen los procesos de emergencia de la radicula, como genes

implicados en el metabolismo de la pared celular y el alargamiento del embrion.

El conocimiento de los procesos fisiolégicos y moleculares que se asocian a una
germinacién vigorosa en las semillas de C. odorata es fundamental para posteriores
estudios enfocados en la blusqueda de estrategias para el manejo y conservacion de

las semillas a corto, mediano y largo plazo.



REVISION DE LITERATURA

Cedrela odorata L. OPORTUNIDADES PARA SU CONSERVACION Y
MEJORAMIENTO GENETICO!

Resumen

Cedrela odorata, conocida comunmente como cedro rojo, es una especie forestal
tropical de alto valor comercial en el mercado internacional de la madera. La
fragmentacion del paisaje en su area de distribucion y la tala clandestina con seleccion
disgénica causan erosion genética en sus poblaciones naturales, lo que disminuye su
potencial adaptativo y productivo. Debido a esto, es mas susceptible a dafios por
factores abidticos y bidticos como Hypsipyla grandella Zeller, su principal plaga y causa
de bajo rendimiento en plantaciones comerciales. Es asi, que se incluye en las listas de
organizaciones internacionales como IUCN y CITES, y en México es protegida por la
NOM-059 SEMARNAT-2010; sin embargo, la falta de suficientes evidencias sobre su
riesgo real pone en duda su permanencia en esta ultima. Por ello, aunque se han
realizado algunas investigaciones para determinar su diversidad genética en
poblaciones de América Central, cariotipo, caracterizacion de su plastoma y
transcriptoma foliar, adn falta informacion esencial para su manejo eficiente y
sostenible. El objetivo de la presente revisibn es proporcionar un panorama del
conocimiento existente sobre los recursos genéticos de cedro rojo, con el fin de
identificar alternativas basadas en herramientas biotecnoldgicas que permitan la
comprension de la especie y fundamenten el disefio e implementacion de programas

de mejoramiento genético y conservacion a largo plazo.

Palabras clave: Cedrela odorata L., conservacion, diversidad genética, genoma,

marcadores moleculares, mejoramiento genético.

1 Géalvez Lopez, L., Vallejo Reyna, M. A., Méndez Espinoza, C., & Ldpez Upton, J. (2020). Cedrela
odorata L.: oportunidades para su conservacidén y mejoramiento genético. Revista Mexicana de Ciencias
Forestales 11(58). https://doi.org/10.29298/rmcf.v11i58.622



Cedrela odorata L.: OPPORTUNITIES FOR ITS CONSERVATION AND
GENETIC IMPROVEMENT

Abstract

Cedrela odorata, commonly known as Spanish cedar, is a tropical forest species of high
commercial value on the international timber market. Habitat fragmentation and illegal
logging with dysgenic selection cause the genetic erosion of its natural populations,
reducing its adaptive and productive potential. Therefore, it is increasingly susceptible to
damage by abiotic and biotic factors such as Hypsipyla grandella Zeller, its main insect
pest and the leading cause of low yield in commercial plantations. Spanish cedar is
included in the lists of international organizations such as IUCN and CITES, and
protected by NOM-059 in Mexico. However, because of the lack of convincing
supporting evidence, its permanence in the latter is not guaranteed. Although some
research has been done in the past evaluation of its genetic diversity in Central
American populations, karyotyping, characterization of its plastome and leaf
transcriptome essential information is still lacking to establish efficient and sustainable
management strategies. The aim of this review is to present an overview of the current
knowledge of genetic resources of C. odorata in order to identify biotechnological
alternatives that would allow a better understanding of this species and substantiate the

planning and implementation of tree breeding and long-term conservation programs.

Key words: Cedrela odorata L., conservation, genetic diversity, genome, molecular

markers, tree breeding.



Introduccioén

Cedrela odorata L. (Meliacea), especie conocida como cedro rojo, es una de las
principales riquezas de los bosques mesoamericanos (Cortés, 2001). En la republica
mexicana se distribuye de forma natural en las vertientes del Golfo de México y del
Pacifico (Pennington y Sarukhan, 2005); asi como en Centro, Sudamérica y las islas
del Caribe (Patifio, 1997). El interés en este taxon se debe a las cualidades de su
madera: como la alta durabilidad, color, jaspeado y aroma (Mader et al., 2018); por lo
que, se utiliza para la fabricacion de muebles finos, instrumentos musicales, artesanias
(Cintrén, 1990; Romo-Lozano et al., 2017), elaboracion de cajas de tabaco (Rodriguez,
2011), ademas de tener usos medicinales y aportar servicios ambientales (Romo-
Lozano et al., 2017). Por su relevancia econdmica se ha introducido en Africa, el
sudeste asiatico y al noreste de Australia (GBIF, 2018) ya que es la segunda especie
arborea tropical mas comercializada del mundo, después de la caoba (Swietenia
macrophylla King. [Meliaceae]) (Patifio, 1997), con un precio de exportaciobn en
Norteamérica de $958 a $977 USD por metro cubico de madera aserrada (ITTO, 2019).

En consecuencia, el cedro rojo se ha sobreexplotado sin planes adecuados de
manejo, lo que ha ocasionado el decremento y fragmentacion de sus poblaciones
naturales con la consiguiente restriccion de flujo de genes entre las poblaciones (de la
Torre, 2013), la pérdida de diversidad genética (Lesher-Gordillo et al.,, 2018) y de
genotipos de alta productividad que son potencialmente resistentes a estrés biotico y
abidtico (Cavers et al., 2003a). Ademas del dafio antropogénico, presenta problemas
de regeneracion natural (Rodriguez, 2011); pérdida rapida de viabilidad de las semillas
(Garcia y Abdelnour, 2013); lento crecimiento, ya que tarda alrededor de 40 afios en
alcanzar la talla para su aprovechamiento maderable (Galvan-Hernandez et al., 2018);
y el ataque de Hypsipyla grandella Zeller (barrenador de las meliaceas).

Este dltimo constituye el principal factor que impide el establecimiento y
productividad de plantaciones forestales comerciales de la especie (LOpez-Ochoa et al.,
2015; Santos et al., 2015). Al respecto, Marquetti (1990) sefiala la presencia de un
hibrido natural, resultado del cruzamiento entre C. odorata y Cedrela cubensis Bisse,

para el cual describe mayor heterosis, crecimiento y resistencia al barrenador respecto



a sus progenitores. Sin embargo, C. cubensis se considera una sinonimia de C. odorata

(The plant list, 2013) y faltan pruebas que corroboren la existencia de esa afirmacion.

Es importante resaltar que el comportamiento de las plantaciones esta sujeto a la
calidad del sitio de su establecimiento, pues los factores bibticos, abidticos y su
interaccion con el manejo, afectan su capacidad productiva; por lo tanto, a partir del
lugar de plantacion, los arboles alcanzaran rendimientos en volumen mayores en poco

tiempo; mientras que, en otros, serd menor (Murillo-Brito et al., 2017).

Debido a lo anterior, C. odorata se incluye en la lista roja de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) como especie vulnerable (IUCN, 2017), y
en la lista de especies protegidas por la Convencién sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES) (CITES, 2017). En México,
esta catalogada como Sujeta a Proteccion Especial en la Norma Oficial Mexicana 059-
SEMARNAT 2010 (SEMARNAT, 2010); sin embargo, se ha planteado que no cumple
con los estandares establecidos que justifiguen su permanencia en dicha disposicién
(Ruiz-Jiménez et al., 2018). Dada la actual situacion problematica que enfrenta C.
odorata, el objetivo de este trabajo es presentar los principales avances relacionados
con la genética del cedro rojo para identificar oportunidades de desarrollo orientadas a

Su mejoramiento y conservacion.
El genoma de Cedrela odorata L.

El cedro rojo pertenece a las meliaceas, grupo con un alto y variable numero de
cromosomas; por ejemplo, el 2n de especies de los géneros Soymida, Toona y
Cipadessa es igual a 56, lo que sugiere un origen comun y paleopoliploide (Styles y
Vosa, 1971; Khosla y Styles, 1975). En comparacion con otros taxa forestales como los
géneros Picea y Pinus (2n=24) (Fuchs et al., 1995; Nkongolo, 1996; Pavy et al., 2008),
algunos miembros de la familia Meliaceae poseen un numero diploide mas de dos

veces mayor.

Styles y Vosa (1971) identificaron dos citotipos para C. odorata: 2n = 50 y 56, y
sugieren que las poblaciones con menor nimero cromosémico se ubican en América

Central y las Islas del Caribe, mientras que los de mayor nimero estan en México y



Sudamérica. No obstante, Khosla y Styles (1975) descartaron la relacion de los
citotipos con su origen geografico y estimaron una longitud cromosomica de 2.0 a 5.0
um y 60 um para el tamafo total de la cromatina, lo que constituyé la primera

referencia sobre la dimensién del genoma.

Se desconoce la secuencia del genoma nuclear del cedro rojo. La Unica meliacea
caracterizada es Azadirachta indica A. Juss. (nim), cuyo tamafio es de 364 Mpb con
poco mas de 20 000 genes (Krishnan et al., 2012). Con esta referencia e informacion
de taxones con filogenia cercana como Rutaceae (Citrus sinensis (L.) Osbeck,
GenBank NC_023046-54), Malvaceae (Theobroma cacao L.; GenBank
GCF_000208745), Brassicaceae (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.; GenBank
NC_003070-76) o Vitaceae (Vitis vinifera L.; GenBank NC_012007-25) se esperaria
gue el tamafio del genoma de C. odorata sea de alrededor de 500 Mpb (Jaillon et al.,
2007; Argout et al., 2011; Xu et al., 2013). Sin embargo, hay que considerar que A.
indica tiene un numero cromosémico 2n = 28; es decir, la mitad que el de cedro rojo y si
se supone que su genoma es producto de una poliploidia (Khosla y Styles, 1975),

entonces podria tener una dimension dos veces mayor que la del nim.

Por otra parte, al describir el plastoma (genoma del cloroplasto) de C. odorata por
medio de la plataforma de secuenciacion lllumina, se determind que su tamafio es de
158 558 pb (GenBank MG724915), en el que las regiones de copia sencilla larga (Long
Single Copy, LSC) y corta (Short Single Copy, SSC) miden 86 390 pb y 18 380 pb,
respectivamente; mientras que la region invertida (Inverted Region, IR) mide 26 894 pb.
La lista de genes anotados, aquellos con funciones putativas identificadas, muestra un
total de 112 genes diferentes de los cuales 78 codifican para proteinas, 30 para ARNt
(ARN de transferencia) y 4 para ARNr (ARN ribosomal) (Mader et al., 2018). Del
cloroplasto también se ha caracterizado la region intergénica rrn16-rrn23 con la que se
construy6 el vector pCBL5 que permite su transformacién directa por recombinacién
homologa. Este tipo de transformacion reduce el riesgo de contaminacion por polen de
transgenes a individuos silvestres, debido a que los plastidios son heredados por via
materna. Lo anterior tiene el potencial de generar variedades transgénicas resistentes a

plagas, como el barrenador de las meliaceas (Lopez-Ochoa et al., 2015).



Con respecto al transcriptoma, mediante secuenciacion de ARN de tejido foliar se
identificaron 52 181 modelos de genes cuya longitud varia entre 200 pb y 37 635 pb
(Finch et al., 2019), lo que aporta otra evidencia relacionada a que cedro rojo tiene mas
del doble de los 20 000 genes identificados en el genoma de A. indica (Krishnan et al.,
2012). De esos genes putativos, entre 65 % y 70% presentan homologia con aquellos
caracterizados en genomas secuenciados de arboles como Populus trichocarpa Torr. &
A. Gray ex Hook. Y Quercus lobata Née. Esto representa el primer estudio de la
especie por medio de tecnologia de secuenciacion de ultima generacion (Finch et al.,
2019).

Aportaciones de la biologia molecular al estudio filogenético de cedro rojo

Las especies del género Cedrela son consideradas cripticas; es decir, la
delimitacién entre ellas es ambigua con base en rasgos morfolégicos, de modo que la
divergencia evolutiva del genoma no se manifiesta en el fenotipo (Cavers et al., 2013).
Por lo tanto, los marcadores moleculares son una alternativa para resolver ese tipo de
problemas, ya que permiten caracterizar la estructura poblacional, la diversidad
genética, relaciones filogenéticas, rutas migratorias y los procesos de hibridacion, entre
otros (Alia et al., 2003).

Algunas de las principales aportaciones y avances obtenidos con la aplicacion de
herramientas moleculares en estudios evolutivos de Cedrela se abordan a
continuacion. El analisis de variacion de las regiones intergénicas (ITS) 18S-26S y trnS-
trnG y algunos genes del cloroplasto (ejem.: psbB, psbT, psbN) ha concluido que la
divergencia de los géneros Cedrela y Toona ocurrié hace 46.6 a 50.6 millones de afos.
Asimismo, durante el Mioceno, Centroamérica fue el punto de origen de la
diversificacién de Cedrela, lo que resultdé en la aparicion de dos linajes que migraron a
Norte y Sudameérica (Muellner et al., 2010; Cavers et al., 2013; Koecke et al., 2013).
También, se han reclasificado diversas especies del género: de ocho taxones a 17 y
otras seis que aun no se aceptan (Cavers et al., 2013; Koecke et al., 2013; The plant
list, 2013).



En otro estudio, por medio de marcadores moleculares de cloroplasto se
identificaron cinco haplotipos en Centroamérica, la zona de contacto entre los dos
grandes linajes del norte y sur de América (Cavers et al., 2003b). Posteriormente, en el
andlisis se incluyeron poblaciones del Caribe y Sudamérica, en el cual mediante ITS y
microsatélites nucleares y de cloroplasto se caracterizaron 22 haplotipos, lo que
justifico la propuesta de reclasificacion de algunos ecotipos, asi como de nuevas
especies de Cedrela (Cavers et al., 2013). Con dichos antecedentes, se confirma la
ocurrencia de al menos tres divergencias evolutivas que concuerdan con la
colonizacion de Mesoameérica por la flora sudamericana. Las primeras dos sucedieron
antes y después de la formacién del Istmo de Panamd, y la tercera, a finales del

Pleistoceno.
Diversidad genética

La diversidad genética de C. odorata se ha evaluado en poblaciones de Centro y
Sudameérica con el uso de marcadores moleculares de tipo RAPD, AFLP, microsatélites
y secuencias de cloroplastos, con lo que se evidenci6 una mayor diversidad
interpoblacional que dentro de las poblaciones, la cual se relaciona con la precipitacion
media anual y diferencia entre poblaciones de regiones secas (norte de la Peninsula de
Yucatan) de aquellas de zonas humedas (Costa Rica) (Gillies et al., 1997; Cavers et al.,
2003a, 2003b; Navarro et al., 2005; de la Torre et al., 2008).

La diversidad genética es fundamental para la evolucién y conservacién a largo
plazo, asi como para los programas de mejoramiento y manejo de los recursos
genéticos (Jump et al., 2008). En particular, con los efectos del cambio climético resulta
indispensable preservar el flujo génico y las variaciones en el material hereditario, ya
gue estas aumentan el potencial de adaptacion a condiciones de estrés abidtico y
bidtico (Jiménez y Collada, 2000; Jump et al., 2008).

Mejoramiento genético convencional y asistido por biologia molecular

El mejoramiento genético tiene como objetivo desarrollar variedades de alto valor
econdémico, ecoldgico o social e implica procesos reiterados de actividades como

seleccién, cruzamientos dirigidos y evaluaciones genéticas (White et al., 2007). Una de



las principales estrategias del mejoramiento genético clasico consiste en la seleccion
fenotipica de los mejores individuos maduros, seguida del establecimiento de ensayos
de procedencias y progenies para estimar los componentes genéticos y ambientales
(Zobel y Talbert, 1988). Sin embargo, los métodos tradicionales son limitantes por los
largos ciclos reproductivos de la mayoria de las especies forestales, lo que representa
varios afios e incluso décadas para la obtencién de resultados, en funcion de su

biologia (Figura 2) (Grattapaglia, 2017).

a)Mejoramiento genético convencional
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a) Mejoramiento genético convencional. El tiempo estimado para un ciclo completo es de 35
afios, debido a que en C. odorata la madurez sexual ocurre cerca de los 12-15 afios a los que
se adicionan de tres a siete mas para realizar la evaluacién temprana de los rasgos fenotipicos
de interés. b) Mejoramiento genético asistido por biotecnologia. Con el uso de herramientas
como el cultivo de tejidos y marcadores moleculares, se estima una reduccién aproximada de
50 % de tiempo con respecto al mejoramiento genético convencional, ya que los rasgos
genotipicos asociados al fenotipo de interés pueden evaluarse en plantulas (Elaboracion

propia).

Figura 2. Representacion esquematica de las etapas de un programa de mejoramiento
genético de Cedrela odorata L.

Ademas, en especies forestales este tipo de mejoramiento genético se basa
principalmente, en caracteristicas de rasgos econdmicos para obtener mejor
rendimiento en madera. La mayor parte de los estudios y, especialmente en especies
tropicales no se basan en ideotipos especificos, que sean como una referencia al

mejoramiento genético de estas, las cuales son importantes para la calidad y



heterogeneidad de los materiales establecidos y que, de manera adicional, puedan
considerarse como unidades productoras de germoplasma forestal (Dickmann et al.,
1994; Solis-Guillén et al., 2017). Esta seleccion se dificulta aun mas, cuando los
caracteres de interés son complejos; por ejemplo, las propiedades de la madera,
resistencia a plagas y enfermedades, asi como la tolerancia al estrés abiotico (Nehra et
al., 2005).

La biotecnologia, en particular la biologia molecular, ofrece oportunidades para
genotipificar individuos superiores, realizar la seleccion asistida por marcadores
(Marker Assisted Selection, MAS, por sus siglas en inglés), ademas de estudiar la
organizacion del genoma y el funcionamiento de genes asociados a caracteres de
importancia econdémica, entre otras. Una de las principales ventajas de las nuevas
tecnologias consiste en reducir la duracion de los ciclos de mejoramiento; por ejemplo,
la MAS permitiria la seleccidon temprana de caracteres que se expresan en la madurez
(Grattapaglia, 2017); o bien, las predicciones con base en la gendmica cuantitativa
ahorrarian tiempo durante la etapa de evaluacion (Figura 1) (Park et al., 2016), tal
como se estima para la conifera Picea abies (L.) Karst, cuyo ciclo de mejoramiento
convencional requiere mas de 28 afios y que es factible reducirlo a menos de 10 por
medio de estas herramientas (Lenz et al., 2020).

En Latinoamérica, se han realizado diversos estudios orientados al mejoramiento
genético tradicional de C. odorata. Asi, en Costa Rica se evalué el desempefio
temprano y resistencia a H. grandella de 115 familias de 21 procedencias de México,
Guatemala, Honduras, Costa Rica y Panama en condiciones de asociacién con cultivo
de café (Navarro et al.,, 2004). Las variables de interés fueron altura, diametro,
resistencia y numero de rebrotes: todas fueron altamente significativas a nivel de
procedencia. Los coeficientes de heredabilidad obtenidos en sentido estricto (h2) para
las familias dentro de las procedencias fueron de 0.12 y 0.20 para diametro y altura,
respectivamente. Ademas, los arboles de cedro rojo asociados al cultivo de café
presentaron mejor crecimiento en didmetro y altura, asi como mas resistencia al

barrenador de las meliaceas y mayor produccion de brotes (Navarro et al., 2004).



En México, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) es una de las pocas instituciones dedicadas a la domesticacion del
cedro rojo. Los avances incluyen el establecimiento de dos ensayos de progenies en
los que evaluaron un total de 210 familias de 26 procedencias del Golfo de México y
sureste del pais (Sanchez et al., 2003; Herndndez-Méaximo et al., 2016). En ambos
experimentos, se estimd la heredabilidad individual de las principales variables
cuantitativas de importancia econémica: altura, didmetro a la altura del pecho (DAP) y
volumen (Cuadro 1); asimismo, la correlacion genética estimada para los caracteres
estudiados fue alta (>0.90). Por lo tanto, se concluyd que las variables de crecimiento
tienen un control genético de moderado a alto.

Cuadro 1. Heredabilidad estimada para las principales variables dasométricas en Cedrela

odorata L. en ensayos de progenie establecidos en el campo experimental “El
Palmar”, Tezonapa, Veracruz, México.

Heredabilidad (h%) en arboles de diferentes
Variable evaluada  edades (afios) al momento de la evaluacion  Referencia

3 5 7 11
Altura (m) 0.65
DAP (cm) 0.38 (Sanchez et
Volumen (dm?3) 0.54 al., 2003)
indice de conicidad 0.38
Altura (m) 0.16 0.22 0.25 022 (Hemandez-
DAP (cm) 0.16 0.21 0.27 0.27 Maximo et al.,
Volumen (dm3) 0.12 0.18 0.27 0.29 2016)

h% = Heredabilidad individual; DAP = Diametro a la altura del pecho.

El proceso desde la seleccion de fenotipos para el establecimiento de los ensayos
de progenie hasta la obtencién de dichos parametros genéticos requiri6 mas de 20
afios, a partir de los cuales se seleccionaron los 40 mejores individuos y se
establecieron en un ensayo clonal en el que se calculé una ganancia genética de 82 %
para el volumen, con base en una intensidad de seleccion de 10 % (Sampayo-
Maldonado et al., 2019).



Conclusiones

A diferencia de otras especies forestales como aquellas de los géneros Populus,
Pinus o Eucalyptus, los estudios genéticos sobre cedro rojo son incipientes. En ellos,
algunas herramientas biotecnolégicas han permitido determinar parte de sus
caracteristicas genéticas. Las investigaciones se han enfocado, principalmente, a
poblaciones de la region comprendida entre Veracruz, México y el norte de
Sudamérica, mismas que han evidenciado la estructura poblacional y su relacion con
las condiciones climéticas prevalecientes en su &rea de distribucién, lo que sugiere que

Su acervo genético aun posee un importante potencial de adaptacion.

No obstante, la fragmentacion de sus poblaciones impide el flujo génico y la tala
clandestina pone en riesgo este recurso, que, a pesar de su valor en la region
Neotropical, en México no se ha logrado que coadyuve al desarrollo econémico de las
comunidades rurales aledafias a su area de aprovechamiento. Por ello, es
imprescindible llevar a cabo estudios intensivos y extensivos que conlleven a la
caracterizacion del patrimonio genético de C. odorata a lo largo de su éarea de
distribucion en el pais; asi como investigaciones enfocadas a la fisiologia de su
respuesta al estrés bidtico y abidtico y a la generacion de tecnologias para su

mejoramiento genético y aprovechamiento sostenible.

Con el apogeo de la era posgendmica y su relaciébn con la bioquimica,
biotecnologia, biologia molecular, bioinformatica, bioestadistica, entre otras, se ha
revolucionado la forma de estudiar la interaccion genotipo-ambiente y se dispone de
nuevas alternativas para el mejoramiento y conservacion de las especies forestales, lo
gue no implica el reemplazo de las técnicas convencionales, sino su complementacién

para hacer mas eficientes dichos procesos y proteger la diversidad genética.



CAPITULO I. GENERACION Y ANOTACION DEL TRANSCRIPTOMA DE SEMILLAS
DE Cedrela odorata L. DURANTE LA GERMINACION

1.1 RESUMEN

Cedrela odorata L. es una especie forestal tropical maderable intensamente explotada.
Una alternativa para proteger la especie y su diversidad genética es a través de la
conservacion ex-situ de las semillas en bancos de germoplasma. Sin embargo, las
semillas de esta especie se caracterizan por la pérdida rapida de su viabilidad lo que
impide su almacenamiento a largo plazo. Por ello, es importante entender los
mecanismos fisiologicos y moleculares que permiten mantener la viabilidad durante el
almacenamiento y que conducen a una germinacion vigorosa. Actualmente estos
mecanismos pueden ser estudiados a través de tecnologias “NGS”, que incluye el
estudio del transcriptoma y permite detectar patrones de expresion génica presentes en
un tejido y condicién especifica. El objetivo fue generar un transcriptoma de novo a
través de tres fases importantes del proceso germinativo de semillas de C. odorata
usando: semilla madura seca, hidratada al 95% y germinada. Se extrajo el ARN en
cada condicién, se generaron bibliotecas de ADNc y se secuenciaron de acuerdo con el
protocolo estandar de lllumina. Se realiz6 un andlisis de calidad de los datos de
secuenciacion y después se realizd6 el ensamble del transcriptoma de novo y su
anotacion funcional. El transcriptoma generado tuvo un total de 95,739 transcritos y 52,
490 genes unicos. El % de Guanina-Citosina fue de 42.62 y el valor N50 de 1,668
bases. El alineamiento por Blastx generd 57,148 secuencias nucleotidicas Unicas y el
Blastp, 38,157. Se localizaron 22 grupos funcionales por eggNOG donde destacan las
modificaciones postraduccionales, recambio de proteinas, chaperonas y transcripcion.
En las categorias, PB, CC y FM de la clasificacion GO predominaron los términos:
regulacion de la transcripcién-plantila de ADN, nudcleo y unién de ATP,
respectivamente. En este estudio se generé el primer transcriptoma de novo de
semillas de C. odorata analizando el proceso germinativo. Los resultados permiten
conocer los mecanismos moleculares presentes en dichas etapas y facilitan posteriores
investigaciones enfocadas a conservar las semillas en el almacenamiento.

Palabras clave: Anotacion funcional, ensamble de transcriptoma, germinacion,

secuenciacion.
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GENERATION AND ANNOTATION OF THE Cedrela odorata L SEED
TRANSCRIPTOME OF. DURING GERMINATION

1.2 ABSTRACT

Cedrela odorata L. is an intensely exploited tropical forest species. One alternative to
protect the species and its genetic diversity is through the ex-situ conservation of seeds
in germplasm banks. However, the seeds of this species are characterized by the rapid
loss of their viability, which prevents their long-term storage. Therefore, it is important to
understand the physiological and molecular mechanisms that maintain viability during
storage and that lead to vigorous germination. Currently these mechanisms can be
studied through “NGS” technologies, which include the study of the transcriptome and
allows the detection of gene expression patterns present in a specific tissue and
condition. The objective was to generate a de novo transcriptome through three
important phases of the germination process of C. odorata seeds using: dry mature
seed, 95% hydrated and germinated. RNA was extracted in each condition, cDNA
libraries were generated and sequenced according to standard Illumina protocol. Quality
analysis of the sequencing data was performed followed by de novo transcriptome
assembly and functional annotation. The generated transcriptome had a total of 95,739
transcripts and 52,490 unique genes. The % Guanine-Cytosine was 42.62 and the N50
value was 1,668 bases. Blastx alignment generated 57,148 unique nucleotide
sequences and Blastp, 38,157. 22 functional groups were located by eggNOG, where
post-translational modifications, protein turnover, chaperones and transcription stood
out the most. In the categories, PB, CC and FM of the GO classification, prevailing
terms were: regulation of transcription-DNA template, nucleus and ATP binding,
respectively. In this study, the first de novo transcriptome of C. odorata seeds was
generated by analyzing the germination process. The results allow us to know the
molecular mechanisms present in these stages and facilitate further research focused
on preservation seeds in storage.

Key words: Functional annotation, transcriptome assembly, germination, sequencing.

11



1.3 INTRODUCCION

La semilla se define como la estructura que contiene al embrion, cuyo material
genético garantiza el desarrollo del proximo ciclo de vida de las plantas y sus procesos
evolutivos (Sreenivasulu y Wobus, 2013). La alteracion de los ecosistemas con la
consecuente pérdida de biodiversidad vegetal y posiblemente la diversidad genética,
hace necesaria la busqueda de estrategias de conservacion de las especies tanto en
forma in-situ como ex-situ (Werden et al., 2020). Cedrela odorata L. es una especie
forestal tropical maderable que esta siendo explotada en forma continua (SEMARNAT,
2010; CITES, 2017; IUCN, 2017) por lo que el desarrollo de estrategias de
conservacion ex-situ es importante para proteger la especie. Almacenar las semillas en
bancos de germoplasma es una forma efectiva de conservar la biodiversidad
(Whitehouse et al., 2020); no obstante, las semillas de C. odorata se caracterizan por la
rapida pérdida de su viabilidad, lo que impide su conservacion a largo plazo y uso para
producir plantas (Sautu et al.,, 2006; Garcia y Abdelnour, 2013). Por lo tanto, es
importante entender los mecanismos fisiolégicos y moleculares que permiten mantener

la viabilidad durante el almacenamiento y que conducen a una germinacion vigorosa.

Una de las formas mas modernas para analizar los mecanismos moleculares en
organismos bioldgicos es a través de herramientas gendémicas novedosas como la
tecnologia de secuenciacion de proxima generacion (Next Generation Sequencing,
NGS, por sus siglas en inglés) (Aguilar-Bultet y Falquet, 2015). NGS es un grupo de
tecnologias proyectadas para secuenciar cantidades masivas y en paralelo de
segmentos de ADN utilizando una menor cantidad de tiempo y costo por base que las
técnicas anteriores (Rubio et al., 2020). La secuenciacion puede ser de lectura Unica
(single-end) o lectura pareada (paired-end) y se almacenan en un archivo de texto
plano cuyo formato es llamado fastq (Cortese et al., 2021). La tecnologia NGS tiene la
ventaja de generar grandes volimenes de datos de forma rapida y econémica, en el
gue podria llegarse a millones o billones de lecturas (reads). Para ello es importante el
empleo de diversas herramientas bioinforméaticas que permitan manipular de forma

eficaz cantidades enormes de datos para su analisis (Aguilar-Bultet y Falquet, 2015).
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Las aplicaciones tecnologicas NGS se extienden a distintos campos como lo es la
genOmica, transcriptbmica, epigenética y metagendémica (Aguilar-Bultet y Falquet,
2015). Entre eéstas, la transcriptbmica (también llamada RNA-Seq) permite la
secuenciacion masiva y profunda de ARNs que entre otras cosas permite detectar
patrones de expresion génica y con ello, estudiar los mecanismos bioquimicos y
moleculares de diversos procesos fisiologicos o de desarrollo (Rodriguez et al., 2014).
Esta tecnologia se genera a través de lecturas de secuencia de ADN, que proceden de
la molécula del ARN completa y determina la secuencia primaria y abundancia relativa
de cada ARN (Caicedo-Montoya et al., 2019). La técnica RNA-Seq puede realizarse a
través de distintas plataformas como SOLID, 454, lon Torrent, llumina (Rodriguez et al.,
2014), ademas de PacBio, Oxford Nanopore Technologies y GS111 (Foox et al., 2021).

Por lo anterior, la transcriptomica es uno de los métodos mas adecuados para
conocer la expresion de genes que estan involucrados en el proceso de germinacion de
C. odorata. Posterior a la secuenciacion es necesario ensamblar el transcriptoma, para
lo cual existen dos alternativas computacionales: las lecturas resultantes se pueden
alinear con un genoma o transcriptoma de referencia cuando existen datos de
secuenciacion previos (Caicedo-Montoya et al., 2019); o el el transcriptoma puede
ensamblarse de novo, cuando se carece de genomas o transcriptomas de referencia,
para lo cual se usan las lecturas para ensamblar las transcripciones directamente
(Grabherr et al., 2011; Caicedo-Montoya et al., 2019). Para la generacién de dicho
ensamble existen diversas aplicaciones bioinformaticas, por ejemplo: Trinity, Oases,
Trans-ABySS, SOAPdenovo-Trans, IDBA-Tran, Bridger, BinPacker, Shannon, SPAdes-
sc y SPAdes-rna. Entre estos uno de los algoritmos mas novedosos ha sido Trinity
(Holzer y Marz, 2019), que resulta un método eficiente, con un paquete de software
robusto que consta de tres médulos para el analisis: Inchworm, Chrysalis y Butterfly, los
cuales son aplicados de forma sucesiva para procesar volimenes grandes de lecturas
de RNASeq (Grabherr et al., 2011).

La secuenciacion del genoma nuclear de C. odorata aun no se ha generado, por
ello el objetivo que se busca en este capitulo es generar un transcriptoma de semilla

ensamblado de novo utilizando tres fases importantes del proceso germinativo de
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semillas de C. odorata: semilla seca (quiescente), hidratada al 95% y germinada. Los
resultados permitirdn conocer una descripcion general del transcriptoma de la semilla,
incluyendo el nimero de transcritos y genes involucrados en dicho proceso, ademas de
las principales clasificaciones funcionales. Todo ello con el proposito de mejorar
nuestro entendimiento respecto a los mecanismos fisiolégicos y moleculares

involucrados en el proceso de la germinacion de semillas de C. odorata.
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1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Material vegetal y tratamientos

Se recolectaron frutos maduros pero indehiscentes de C. odorata en el afio 2017.
La recolecta se realizdé de un solo arbol tomado al azar procedente de una plantacion
en el sitio experimental “El Palmar” del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en Veracruz, México con coordenadas 18° 32°L. N.,
96° 47°L. Las capsulas se secaron en media sombra y a temperatura ambiente durante
aproximadamente tres dias hasta que se liberaron las semillas, después se limpiaron y
se transportaron al laboratorio de Biotecnologia Forestal del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento de Especies Forestales
(CENID-COMEF-INIFAP) donde se almacenaron en recipientes plasticos y se
mantuvieron en refrigeracion (4-10 °C), hasta su uso. Los ensayos realizados segun las
reglas internacionales de la Asociacion Internacional de Analisis de Semillas (ISTA,
2016) mostraron que las semillas tenian un 95 % de germinacion y un contenido de
agua (WC) de 6.9 %.

Los tratamientos consistieron en utilizar tres fases en la germinacion de semillas:
semilla madura seca (S), semilla hidratada al 95 % (E) y semilla germinada (G). Las
semillas secas (S) se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C. La
hidratacion al 95% (E) consistio en tomar el peso inicial de cada semilla y colocarlas de
forma individual en tubos de 1.5 ml que contenian un hisopo de algodén humedecido
con agua destilada para hidratar la semilla. La formula utilizada para determinar el
porcentaje del contenido de agua fue: WC = ((peso humedo - peso inicial) / peso inicial)
x100 (Sanchez-Coronado et al., 2007). Una vez que las semillas alcanzaron el WC
mencionado anteriormente, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80
°C.

Para la germinacion (G) las semillas se colocaron en cajas germinadoras de
plastico que contenian papel filtro humedecido con agua destilada. Las cajas se
incubaron a 28 °C en un horno marca Binder (BD15-UL) hasta obtener la germinacién

sensu stricto, es decir, cuando se presentd la protrusion de la radicula y alcanzoé
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aproximadamente 2 mm de longitud (Barone y Luna, 2016). Luego de la preparacion de
cada tratamiento, las muestras fueron sumergidas en nitrégeno liquido vy

posteriormente almacenadas a -80°C, hasta su procesamiento.
1.4.2 Extraccion del ARN Total

El ARN total se obtuvo usando el método de Wang et al. (2008) con algunas
modificaciones. Se utilizaron 150 mg de semilla (aproximadamente 9 semillas)
congelada, por triplicado para cada condicion. La semilla se maceré con un mortero
usando nitrogeno liquido y recuper6 en 800ul del buffer de extraccion [2M NaCl, 25 mM
EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), 200 mM Tris (pH 8.0), 20 mM de Borato de
Sodio, 2% de PVP40 (w/v) (Polivinilpirrolidona), 2% de CTAB (w/v) (bromuro trimetil
amonio de cetilo) y 2% b-mercaptoethanol (v/v)] precalentado a 65°C en un
Termomixer compact marca Sigma-Aldrich, durante 10 minutos. Después, se
agregaron 600 ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se mezcl6é con ayuda de un
vortex, seguido de una centrifugacién a 15,000 g durante 15 minutos a 4°C. La fase
acuosa se transfirié a otro tubo al cual se le agregd un volumen de fenol/cloroformo/
alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugd a 12,000 g por 10 minutos, repitiendo el
paso dos veces mas. Posteriormente se recupero la fase acuosa en un nuevo tubo y se
agreg6 un volumen de cloroformo/ alcohol isoamilico (24:1) centrifugando a 12,000 g
por 10 minutos a 4°C. La fase acuosa se recuperd nuevamente en un tubo nuevo de
1.5 ml y se agreg6 0.5 del volumen obtenido de LiCl (cloruro de litio) a 8M. La muestra
se incubo toda la noche a -20°C. Pasando este tiempo se centrifugd a 15,000 g durante
15 minutos a 4°C. Se decantd el sobrenadante cuidadosamente para no llevarse la
pastilla y se enjuago con etanol al 75%, seguido de centrifugaciéon a 12,000 g por 5
minutos (este paso se repitio tres veces). Finalmente, la pastilla pegada al tubo se seco

al aire y se resuspendio en 30 pL de agua DEPC (Dietilpirocarbonato).

Después de obtener el ARN, se realizé un tratamiento de purificacién con el
objetivo de eliminar restos de ADN de la muestra, para ello se utilizé el kit de Dnasa | y

RNaseOUT (Invitrogen ®) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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La calidad y la cantidad del ARN purificado se determinaron en funcién de las
proporciones de absorbancia a 260/280 nm (A260/A280) y 260/230 nm (A260/A230)
utilizando un Nanodrop (Thermo Scientific). La integridad del ARN se evalué mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % con tampon TAE 1X (40 mM Tris, 20 Mm
acido acético, 1ImM EDTA ), para el cual se utilizo un voltaje de 80v durante 45

minutos.
1.4.3 Preparacion de bibliotecas de ADNc y secuenciacion

La secuenciacion masiva de ARN se llevo a cabo en la Unidad Universitaria de
Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM empleando un secuenciador Genome Analyzer lIx System de acuerdo con el
protocolo estandar de lllumina (TruSeq RNA Library Prep Kit v2), empleando tres
replicas bioldgicas para cada tratamiento: S, E y G, obteniendo un total de 9 bibliotecas
de ADNc (ADN complementario). Se obtuvieron lecturas apareadas (paired-reads ends)
de 150 pb.

1.4.4 Andlisis de calidad de la secuencia

Después de finalizar el proceso, se obtuvieron archivos de texto plano en formato
fastq (Deorowicz y Grabowski, 2011) correspondiente a las tres condiciones evaluadas
(S, E y G) cada una con sus con tres réplicas. En total se tuvieron 18 archivos que
conforman las lecturas Read 1 (sentido) y Read 2 (anti-sentido) de las 9 muestras.
Todos los archivos fueron analizados con el programa bioinformatico FastQC v.0.11.8
(Babraham Institute, 2020), el cual entrega diversos parametros estadisticos que
permiten conocer la calidad de las secuencias, entre ellos se encuentra el valor Phred,

gue refleja la probabilidad de que la base sea correcta (Hernandez et al., 2020).
1.4.5 Ensamble de novo del transcriptoma

Posterior al analisis de calidad se ejecuté el ensamble del transcriptoma de novo
con el software Trinity-v2.9.1 (Grabherr et al., 2011) en un ordenador con dos

procesadores de 20 nucleos cada uno (Intel Xeon E5-2600v4) con 64GB de memoria
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RAM. Para ello se usaron los 18 archivos fastq en paired-end (lecturas pareadas) de

las tres muestras: S, E y G. El comando y opciones utilizados fueron los siguientes:

$Trinity --seqType fq --max_memory 60G --bflyCalculateCPU —output \

/direccion/de/los/archivos/de/salida --CPU 8 --full_cleanup —verbose \

--left\ FC1_R1.fastq,FC2_R1.fastq,FC3_R1.fastq,FC4_R1.fastq,FC5_R1.fastq,FC6_R1.fastq,FC7_R1.fastq,FC8_R1.fastq,FC9_R1.fastq \
--right\ FC1_R2.fastq,FC2_R2.fastq,FC3_R2.fastq,FC4_R2.fastq,FC5_R2.fastq,FC6_R2.fastq,FC7_R2.fastq,FC8_R2.fastq,FC9_R2.fastq

1.4.6 Anotacion del transcriptoma

Para la anotacién funcional del transcriptoma se utilizé el software trinotate
v.3.2.1; utilizando las especies predeterminadas y para la prediccion y codificacion de
las secuencias se utilizo el software transdecoder v.5.5.0. Los trascritos fueron
anotados por similitud de secuencia usando BLASTx y BLASTp v.2.11.0 en bases de
datos publicas: Pfam (Protein family), Swiss-Prot, GO (Gene ontology), KEEG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) y eggNOG (database of biological information
hosted by the EMBL) con un valor de corte de 1x103. Las anotaciones generadas se
cargaron en una hoja de calculo en formato *.xIs el cual se utiliz6 para la generacion del
resumen y graficos de la anotacién utilizando un lenguaje de programacion R v.4.0.5, a
traves de la interfaz RStudio v.1.3.1093.
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1.5 RESULTADOS
1.5.1 Extraccion del ARN

El resultado de la extraccion posterior a la limpieza del ARN mostré una
concentracion promedio de 421.14 ng/ul; una pureza cuantificada con la relacion de
absorbancia 260nm/280nm de 2.07 y la relacién 260nm/230nm de 2.06 (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Lecturas promedio tomadas con un Nanodrop para evaluar la cantidad y calidad
del ARN total en semillas de Cedrela odorata L.

Muestra Concentracion (ng/ul) A260/280 A260/230
S 370 2.07 2.02
E 485.17 2.08 2.10
G 408.27 2.06 2.06

S=Semilla seca, E= Semilla Embebida al 95%, G= Semilla germinada

El ARN de las muestras se obtuvo de alta calidad. En el gel se puede visualizar la
integridad de las bandas obtenidas. Las flechas muestran las bandas de ARN
ribosomal (ARNr) 28S y 18S (Figura 1.1). Por lo tanto, la calidad e integridad de las
muestras fueron adecuadas para generar las bibliotecas de ADNc y posteriormente la

secuenciacion.

__, 28S

—— 18S

Figura 1.1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del ARN total extraido de las semillas
S=Seca, E=embebida al 95% y G= germinada. Las dos distintas bandas de ARNr
muestran la integridad del ARN.
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1.5.2 Analisis de calidad de la secuencia

El programa FastQC permitid analizar once parametros de las secuencias que
facilitan comprobar la calidad de los datos resultantes de un sistema de secuenciacion
de lllumina. En los siguientes apartados se muestran los resultados de estos once
pardmetros para los archivos fastq que corresponden a las lecturas, Read 1 y Read 2
de la muestra 1 de semilla seca (FC1_R1.fq y FC1_R2.fq) y muestran la interpretacion
de los resultados. En el Cuadro Al se muestra el resumen de los resultados de los 18
archivos fastq correspondiente a las tres condiciones evaluadas (S, E y G) cada una
con sus con tres réplicas y cada réplica con sus respectivas lecturas (Read 1 y Read
2), a través de semaforos que indican la calidad. El verde significa que el parametro
evaluado es de buena calidad, el naranja indica una sefial de advertencia y el rojo una

mala calidad.
1.5.2.1 Estadistica basica

En la Figura 1.2 se muestra que el numero total lecturas (reads) en esta muestra,
fue de 12,952,485, con una longitud de 75pb y un porcentaje de GC de 49%. Este
porcentaje se considera aceptable cuando supera el 45%. Se aconseja que la longitud
de las lecturas sea la misma para evitar complicaciones en el resto de las
comprobaciones de calidad (Sanchez, 2015). En el Cuadro A2 se muestra la

informacion de los 18 archivos analizados.

Read 1 Read 2
@Basic Statistics @Basic Statistics

BT TR T

Filename FC1_R1.fastq Filename FC1_R2.fastq

File type Conventional base calls File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9 Encoding Sanger / I1lumina 1.9
Total Sequences 12952485 Total Sequences 12952485

Sequences flagged as poor quality @ Sequences flagged as poor quality @

Sequence length 75 Sequence length 75

%6C 49 #6C 58

Figura 1.2. Estadistica basica del andlisis de calidad con FastQC. Se muestra el read 1y 2 de
los archivos fastq que corresponde a la muestra 1 de las semillas secas de
Cedrela odorata L.
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1.5.2.2 Calidad de secuencia por base

La Figura 1.3 permite visualizar la calidad de la secuencia por base (nucleétidos)
de los reads. Generalmente en el analisis de calidad este grafico es el que recibe
mayor importancia (Sanchez, 2015). Se debe tomar en cuenta que la parte roja
corresponde a la zona de menor calidad (Q30 menor a 20), la naranja es una calidad
regular (Q30 menor a 28 y mayor a 20) y la verde muestra una buena calidad (Q30
mayor a 28) (Cortese et al., 2021). En este caso, la mayoria de las muestras se ubican
en la zona verde, por arriba del valor 30, motivo por el que el semaforo se pinta de

verde lo que indica que las lecturas tienen una buena calidad.

Read 1 Read 2

OPor calidad de secuencia base OPer base sequence quality

s of 3sses 5anger [ Mmns 15 encedng)

Figura 1.3. Calidad de secuencia por base para el read 1 y 2 que corresponde a la muestra 1
de las semillas secas de Cedrela odorata L. Se presenta un grafico de cajas para
cada base. La linea roja representa la mediana y la azul el valor medio de las
bases. El eje X muestra la posicion de cada base en una secuencia y el eje Y
representa el valor de calidad de cada base (valor Q30), en donde a mayor valor
mejor es la calidad.

1.5.2.3 Calidad de secuencia por mosaico

La Figura 1.4 permite visualizar las celdas de flujo, es decir, los canales donde se

pone la secuencia. Cuando la calidad es baja, se muestran marcas y cuadros rojos en
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el fondo (Garcia, 2018). Por lo tanto, al obtener un azul homogéneo en ambos graficos

indica que no hay pérdida en la calidad.

Read 1 Read 2

e tile sequence quality Oper ile sequence qualiy

ualty pertle

Figura 1.4. Mapa de calor de la calidad de la secuencia que muestra las celdas de flujo para el
read 1 y 2 que corresponde a la muestra 1 de las semillas secas de Cedrela
odorata L. En el eje de las X se muestran la posicion de los read y en el eje de las
Y las secuencias asociadas a los reads.

1.5.2.4 Niveles de calidad por secuencia

La Figura 1.5 muestra los niveles de calidad por secuencia. En el caso del read 1
se muestra que entre 2 y 9 millones de lecturas presentan una calidad media de entre
34 y 35; por tanto, esta calidad se toma como alta considerando que la calidad de
secuencia por base mostrada en la Figura 1.3 toma como calidad alta cuando las bases

estan por arriba de 30.

Se indica una sefial de advertencia cuando la calidad media observada con mayor
frecuencia es menor de 27, esto equivale a una tasa de error de 0.2 % .Se sefala
fracaso cuando la calidad media observada con mayor frecuencia se encuentra por

debajo de 20 lo que equivaldria a una tasa de error del 1% (Sanchez, 2015).
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Read 1 Read 2
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Figura 1.5. Estimador de calidad de la secuencia para el read 1 y 2 que corresponde a la
muestra 1 de las semillas secas de Cedrela odorata L. En el eje de las X se
muestra la calidad media de las secuencias y en el eje de las Y el nimero de
secuencias que corresponden a esa media.

1.5.2.5 Contenido de secuencia por base

La Figura 1.6 representa la proporcién de nucleoétidos (A, T, G, C) en cada base
de los reads. Lo ideal es que no haya mucha diferencia entre las bases de una
secuencia de ejecucion, por lo tanto, las lineas deberian ser paralelas (Babraham
Institute, 2020). Se indica una sefial de advertencia cuando la diferencia entre Ay T, o
C y G, es mayor al 10% para cualquier posicion, y sefialard un fracaso cuando dicha
diferencia sea mayor que 20% en cualquier posicidon (Sanchez, 2015). En este caso en
el Read 1 se obtiene mala calidad y el Read 2 de calidad media en los primeros reads
(1-11 aproximadamente.) Read 1 rebasa diferencias del 20% en algunas lecturas y
Read 2 rebasa a mas del 10%, motivo por el cual se muestra los seméaforos de

sefialamiento.
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Read 1 Read 2

OPer base sequence content
Per base sequence content

53 al bases

Figura 1.6. Proporcion del contenido de nucleétidos por base que corresponde a la muestra 1
de las semillas secas de Cedrela odorata L. En el eje de las X se muestra la posicién del read y
en el eje de las Y el porcentaje de los nucleétidos en cada base de los reads.

1.5.2.6 Contenido de GC por secuencia

La Figura 1.7 muestra el porcentaje de GC en los reads. Lo ideal es observar una
distribucién normal como se marca en la linea azul. No obstante que en estos
resultados marcados con la linea roja se observa una tendencia a la normalidad, sin
embargo, se distinguen unos picos que se salen de esta linea de distribucion normal, lo
gue ocasiona la sefal de advertencia. Dicha sefial se da cuando la suma de las
desviaciones de la distribucion normal representa mas del 15 % de las reads y sefialara

un fracaso si dicha suma representa mas del 30 % (Sanchez, 2015).
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Read 1 Read 2
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Figura 1.7. Proporcion de GC en los reads (linea roja) comparandose con una distribucion
normal tedrica (linea azul) que corresponde a la muestra 1 de las semillas secas
de Cedrela odorata L. El eje X muestra el porcentaje medio del contenido de GC y
el eje de las Y el nimero de reads.

1.5.2.7 Contenido de N por base

La Figura 1.8 representa la proporcion de N (Nucleétido desconocido) en la
muestra. Cuando el secuenciador no tiene certeza de que una base sea correcta
incorpora una N (Sanchez, 2015). En estos resultados no se encontraron nucleotidos
desconocidos.

Read 1 Read 2

@Per base N content @Per base N content

Figura 1.8. Presencia de N (Nucledtido desconocido) en la secuencia que corresponde a la
muestra 1 de las semillas secas de Cedrela odorata L. En el eje de las X se
muestra la posicion del read y en el eje Y el porcentaje de N en los reads.
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1.5.2.8 Distribucién de longitud de secuencia

La Figura 1.9 muestra la distribucion del tamafio de los reads del archivo
analizado. Lo adecuado es tener reads de tamafios iguales, sin embargo, contar con
reads de distintos tamafios no es un obstaculo, razén por la cual este grafico no toma
demasiada importancia en el analisis (Sanchez, 2015). En este caso los reads tienen
distribucion homogénea y todas presentan longitudes de 75 pb.

Read 1 Read 2

@sSequence Length Distribution
Distrbution of sequance longths over sl sequences @sequence Length Distribution

tribution of sequence lengths aver all sequences
1.267

Lzer

1067

&000000

4000000

2000000

° B
Sequence Length (kp)

Figura 1.9. Distribucion del tamafio de reads que corresponde a la muestra 1 de las semillas
secas de Cedrela odorata L. En el eje de las X se muestra la longitud de la
secuencia y en el eje de las Y el nimero de secuencias que corresponden a esa
longitud.

1.5.2.9 Niveles de duplicaciéon de secuencia

La Figura 1.10 muestra el porcentaje de reads duplicados. Se da una sefal de
advertencias cuando el porcentaje de secuencias duplicadas es mayor al 20 % del total
de los reads y sefialara fracaso si dicho porcentaje afecta a mas del 50 % (Sanchez,
2015). En este caso se muestra una sefial de advertencia debido al nivel de duplicidad

superior al 50 %. La explicacion de los picos mostrados en el grafico es el siguiente:

e >10: Corresponde al primer pico, indica que mas de 10 % de las secuencias se
repiten 10 veces.

e >100: Corresponde al segundo pico indica que mas del 10 % de las secuencias
se repiten 100 veces.

e 1K: Tercer pico: Indica que el 15 % de las secuencias se repite 1k de veces.
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Read 1 Read 2

QSequence Duplication Levels

Percent of seqs remaining If deduplicated 24.34%

QSequence Duplication Levels

Percert of seqs remaining If deguplicated 30 37%

100,

Figura 1.10. Niveles de duplicacién de secuencia que corresponde a la muestra 1 de las
semillas secas de Cedrela odorata L. En el eje de las X se muestran el nivel de
secuencias duplicadas y en el eje de las Y el porcentaje asociado a cada uno de
los niveles de duplicacién. La linea azul indica el total de secuencias y la roja
muestra las secuencias duplicadas.

1.5.2.10 Secuencias sobrerepresentadas

En la Figura 1.11 se muestran las secuencias sobrerepresentadas. Uno de los
motivos por las cuales se presenta esta situacion es por la presencia de adaptadores.
Entre mas grande el read los adaptadores son mas grandes y por tanto la presencia de
estos es mayor (Sanchez, 2015). Sin embargo, en la Figura 1.12 se observa que no
hay presencia de dichos adaptadores, por lo que podria estar dandose por otros
parametros. Se da una sefial de advertencia cuando el porcentaje que representa una
secuencia repetida es mayor al 0.1 % del total de secuencias y sefialara fracaso
cuando este porcentaje supere el 1 % (Sanchez, 2015). En este caso se muestra una

sefial de advertencia debido a que hay secuencias que se representan mas del 0.1 %.

27



Read 1
S Overrepresented sequences
CTTGTC G TAC L AGTTE TRAG TEGAC TG TTEGACGLCOGOGGAAGSICCCCGAGGORGICGTTODCAGTCOGTCE 34473 @36 I8TEET] B4R IE40E Mo WHIT
31982 3. 24691 TESSSIE1444E WO HIT
28226 B, 21791957295 225395 MO HIT
T EET e AATTEAGL TTCAAGELGECCCTOBIEGECECTTOOEIOEOEEEEE 26257 B.IRITITISEEASEISTE Mo HIE
CTCARACTTCCTTGELCTAA S CATAETCCCTCTAAGAAGI TEEC CACGEAGEEATACLTOCGCATASITAG 25358 8. LI95TSERIETIOITES Mo Hik
CACGCTT TCAC G ET TCETAT T ETAL T GARAATCAGAA TCARALSASC TTTTACCETTTTETTCCACACGASATT 25885 B.197E848TITSIE3ETI No Hit
CTOCTACTCATCEaGECC TEEC BT TECCCOGACGEICGEETATASETCEOGOGCTTCAGBCSOCATOCATTTTOE 21526 B. 1661928 TILTSELET Mo HIt
CCGGAAL CCAAAGAC TTTGATTTC TCATAAGG TG CAGL GEAGTIC TAAAAGL AATATCCGLTGATCOLTGGTOS 22961 . 161879958085 7225 NG HIT
CTAAGAASGC THELACGGAGGGATACC TCCGCATAGC TAGTTAGCAGSC TEAGGTCTOGTTCOTTAAIGEAATTA 19418 @ 1717885582186 Mo HIt
CTTT TG TCCACACGAGATTTCTET TE TG TG TCATC T TAGGACACC TROGTTATCTTT TRACAGATGTR. 17549 13538TS0455800725 Mo It
ETCAGTATCRL TRl C TCCADCAGALT T TCCTCTORC FTOGDT CAGGLATALTTCALCATITITOGG 17sss B, 1335758593853 7565 WO Wit
CCOGACTETCCCTET TAATCATTACTOCEGATCCOGAAGEO CAACASAAT ASRADCGALAATCCTATEATETTATOL 16642 8.1 7454957 25884463 Mo HIE
CTOET TEAAGAL CAACAATTGLAATEGATCTATCCCCATCACGATEGAAAT TTLAAAGAT TACCCGEELCTETCEE. 16225 &.1I5I5553TEAESIEET Mo Hib
ECCECAGEC T AT CCTEETEETGC O TTCOETCAAT TCCT TTAAST TTCASOCTTEOEBACCATACTCOOOOOE 15521 B 1IIGIBASTETEITESI Mo Hit
GLAAAGGATTCTACC OGO CBC TOSETGEEAATTEASC T TCAASEIGECC CTCESOGEIGCTTCOSOCEGOEEEEEIT 15248 B .LITTIISEITISESIZT Mo HIt
CELTATTGEAGLTEEAATTADCBOGElTELTE ACCASACTTEOCCTCCAATEGEATCCTOET TAAGEEATTTAG 15148 B L1E9SASI 110429965 Mo Hit
CeLETAT TTAASTOATC TS AAAGEGAT TCTALCOGLCGL TOSETOGEAATTGAGC TTCAAGSIGEICCTOGIGE. 14251 B.1188252138SEEE33S MO HIT
CTCAASTCATTTCACAAASTOSEA TASAETCAASITC 13455 [ SSFSESEIRBAETS Mo HIT
CEACAATTTCAABCACTCTTTGACTETCTTTTCAA 13958 @, BEIAEE2TITY Mo WAL
SATTTGCACGTCAGTATCGC TROGAGCETCCACCASAGTTTCCTETGRCTTES 10588 &, 1S914304744105905 Mo Wit
TELTATOBETCTCTOGOCOGTATT 13348 a. W3 HIt
CEECAAT Il Bl el GlACGIEGTCGL TLTAGLCD TTCTGACTTAGAGEGLGTTCAGTCATAATOCAGDG 13387 a. W HIL
CTOET T T e e TCCAGC TATCCTEAGEEAAALT TCGEAGEEAAL CABCTACTAGACGETTCRATTASTCTTTIC 13482 a. Mo Hit
Read 2
“'Dve rreprese nted sequences
Sequence Count Percentage
CTEACATARTETGOEAR T AAC GG AR TARACC CATAAGE GLAAGGAAGI TRACCGEORERATCOCTOGOREE  STE36 8. 44834753323443333 No Hit
GTTAGTTTTACCCTAC TEATGA AL GTCG TAATAGTAAT TC AA C TAGTACGAGAGRAM CATTRATTCGCACA 12960 @, 24TRHORLS SRS No Hit
CTTACCAGGTCCAGACATAGTAAGGAT TR AGA TEAGARC TCTTTCTTRAT TCTATGRE TG TRATRCATRGL  ZB275 8. 21E297E7T8TA681963 MNo Hit
GTCTRACATETETECEMETCAMGEECCAGTAMOCCGTAMGELGLAMGAML TRACCRECEEEATCCCTORCE 26876 0, 20749685257115915 No Hit
A A ET O A AT A T AN T T A A A TEAGACC TCTTTCTTRAT TCTATGEE TEETRGETRCATEGOCET 23817 8. 183879772ET7S5598 Mo Hit
R R R R e e R R R R R e R G R G A G A G GG G GREE GRAGGRERGREGG  FEATY 8. 161196RG6ERGA5117  No Hit
CAGGTOCAGAC ATACTAACGAT TEAC AGA TRACAGL TCTTTCTTCAT TC TATEGETEE TEETEIATGRCCLTTC 28383 B8.15674984375585872 MNo Hit
COTBCCAGTAGTCATATECTTETCTCAAMGAT TAAGCCATGCATGTETAMGTATGAACTAATTCAGACTETGAAS 16778 9, 12953458884576575 No Hit
GO AGTAGRTCATAT G T T e T T AR AT TAAGC CATGCATETATAACTATGAAC TAATTCAGAC TATEARAC TG 13995 8. 1063848 TE43IETEEI1L No Hit
CTaC A TACT CATATGC TTE T TCAAAGCAT TAAGOCATGCATATE TAAG TATGAAC TAATTCACGAC TETRARAL 134674 8. 1855784754T246724 No Hit
CTTGGATTTATGAAAGA CAM AAC TEOGAAAGC AT T TG AAGCATGT TTTCAT TAATCAAGANIGARAGTTGE 13597 8. 184975004053 86486 No HIt
GUGGGATTACC O TRAGT T TAAGCATATC AATAAGDCLAGCAAAAGAAAL TTADCAGGATTOOCC TAGTAAGL 13236 @, 1821 986E0405002 314 No Hit

Figura 1.11. Secuencias sobrerepresentadas correspondientes a la muestra 1 de las semillas
secas de Cedrela odorata L. Solo se muestran las secuencias que constituyen mas
de un 0.1 % del total.

1.5.2.11 Contenido de adaptadores

En la Figura 1.12 se detecta posibles adaptadores en los reads y en cierta forma

complementa a la Figura 1.11. Lo normal es que en cada posicion de los reads
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aparezca un nucleoétido distinto entre ellos. El porcentaje de cada uno de los cuatro
nucleotidos en cada posicion de los reads debe ser de 25 % aproximadamente, pero en
el caso de repeticion abundante se obtiene un 50 % en las primeras posiciones de los
reads (Sanchez, 2015). Se dard una sefal de advertencia cuando una secuencia
aparezca repetida en mas del 5 % del total de reads y sefialara fracaso si aparece
repetida en mas del 10 % (Sanchez, 2015). En este caso no se muestran contenido de

adaptadores en las secuencias.

Read 1 Read 2
@Adapter Content @Adapter Content

Co123456789 11 131517180 B X XY B3 3335 WAL 4I IS 47 48 51 53 55 57 59 6l M

Figura 1.12. Contenido de adaptadores en la secuencia que corresponde a la muestra 1 de las
semillas secas de Cedrela odorata L. En el eje de las X se muestran la posicion
en el read y en el eje de las Y el porcentaje del contenido de adaptadores
asociado a los reads.

1.5.3 Ensamble de novo del transcriptoma

El ensamble de novo, el transcriptoma de semillas de C. odorata obtenido con
Trinity, tuvo un total de 102,216,934 bases ensambladas y 95,739 transcritos, de los
cuales 52,490 eran genes unicos. Asi mismo, se obtuvo un porcentaje de GC
(Guanina-Citosina) de 42.62. De acuerdo con las longitudes de los contigos
ensamblados en el transcriptoma, se determiné que el 50 % de los nucledtidos del
ensamble (N50) se encuentran con al menos una longitud de 1,668 bases y un

promedio de 1,067.66 bases por contigo. En las estadisticas basadas en las isoformas
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mas larga por gen se obtuvo un total de 42,238,489 bases ensambladas, un N50 de

1,457 y un promedio de 804.70 bases por contigo (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Resumen de la estadistica del ensamble de transcriptoma de semillas de Cedrela
odorata L.

Recuentos de transcripciones, etc.

Total de genes triniy 52,490
Transcripciones totales de trinity: 95,739
Porcentaje GC: 42.62
Estadisticas basadas en TODOS los contigos de transcripcion:
Contigo N10: 3,427
Céntigo N20: 2,676
Contigo N30: 2,249
Contigo N40: 1,932
Cédntigo N50: 1,668
Longitud mediana de contigo: 779
Céntigo promedio: 1,067.66
Bases totales ensambladas: 102,216,934
estadisticas basadas solo en laisoforma mas larga por 'GEN'":
Céntigo N10: 3,303
Contigo N20: 2,521
Cédntigo N30: 2,088
Contigo N40: 1,756
Contigo N50: 1,457
Longitud mediana de Céntigo: 420
Contigo promedio 804.7
Bases totales ensambladas: 42,238,489

1.5.4 Anotacién funcional

El resultado de la anotacién funcional del transcriptoma de novo de C. odorata
obtenido con Trinotate se puede visualizar en el archivo Trinotate.xls (Cuadro A3). El
resumen estadistico de dicha anotacion se observa en el Cuadro 1.3. Los resultados
obtenidos del Blastx muestran un total de 57,905 secuencias nucleotidicas, de los
cuales 57,148 fueron Unicas y similares a otras ya anotadas. Mientras tanto, en los
resultados del Blastp se obtuvieron 43,303 secuencias peptidicas, de éstas 38,157
fueron unicas. Asi mismo, las secuencias obtenidas también se anotaron en las bases

de datos de kegg, eggNOG y pfam y se encontraron una mayor cantidad de aciertos en
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la base de datos de keeg, donde se muestran 48,989 rutas metabdlicas de las cuales
14,514 fueron Unicas.
Cuadro 1.3. Andlisis estadistico de la anotacion con Trinotate del transcriptoma de novo de

semillas de Cedrela odorata L. Se muestra el nimero de secuencias Unicos y
totales en las distintas bases de datos.

Unicos Totales
Id_gen 52,490 95,739
Id_transcrito 95,739 95,739
sprot_Top_BLASTX_hit 57,148 57,905
gene_ontology BLASTX 12,063 55,654
prot_id 55,080 55,080
prot_coords 38,195 55,080
Kegg 14,514 48,989
eggNOG 5,080 45,225
sprot_Top_BLASTP_hit 38,157 43,303
Pfam 34,384 42,176
gene_ontology BLASTP 9,277 41,506
gene_ontology Pfam 1,789 27,952

1.5.5 Clasificacion de las funciones eggNOG

Se utilizé la base de datos eggNOG para la descripcion y clasificacion funcional
de las proteinas ortélogas. Los resultados muestran que se asignaron 45,225 proteinas
de las cuales 5,080 fueron Unicas (Cuadro 1.3). Las secuencias fueron clasificadas en
22 grupos funcionales entre las que destacan: modificaciones postraduccionales,
recambio de proteinas, chaperonas (O), transcripcion (K), mecanismos de transduccién
de sefiales (T), traduccidn, estructura de ribosomas y biogénesis (J), trafico intracelular,

secrecion y transporte vesicular (U) (Figura 1.13).

31



J. Traduccion estructura ribosomal y biogénesis (
A. Procesamiento y modificacién de ARN [:
K. Transcripcién [
B. Estructura y dindmica de la cromatina :]
D. Control del ciclo celular, divisién celular, divisién de cromosomas [:
Y. Estructura nuclear I

V. Mecanismos de defensa :]

T. Mecanismos de transduccion de sefiales [

M. Pared celular/membrana/biogénesis de la envoltura

N. Motiidad celular ]

Z. Citoesqueleto {:]

U. Trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular ]

0. Modificaciones postraduccionales, recambio de proteinas, chaperonas ]

C. Produccién y conversién de energia [ I

G. Transporte y metabolismo de carbohidratos [

E. transporte y metabolismo de aminoacidos [:
Ftrinspaticy Fstaboto aenusoisss: (I
H. Transporte y metabolismo de la coenzima [:]
|. Transporte y metabolismo de lipidos 1:]
P. Transporte y metabolismo de iones inorganicos |:]

Q. Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios

r T T T 1
0 1000 2000 3000 4000

Numero de transcripciones

Figura 1.13. Clasificacién funcional de proteinas ortlogas obtenidas del transcriptoma de novo
del proceso germinativo de Cedrela odorata L.

1.5.6 Clasificacion Ontoldgica

Del total de transcritos obtenidos en el transcriptoma, solo el 58 % (55,654) se
localiz6 en la base de datos de Ontologia Génica (GO) y de éstas, el 28 % (12,063)
fueron dnicas (Cuadro 1.3). Estos transcritos se distribuyeron en 100 grupos
funcionales organizados en tres categorias: procesos biolégicos (PB), componentes
celulares (CC) y funcién molecular (FM). En la categoria PB predominan los términos
regulacion de la transcripcién-plantilla de ADN, traduccion y ubiquitinacion de proteinas.
En los CC, predominaron los términos nucleo, componente integral de la membrana y
citoplasma, mientras tanto en la categoria FM predominaron los términos Unién de

ATP, union de iones metélicos y union al ADN (Figura 1.14).
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Ontologias mas altas (top 100)

:

Procesos
biolégicos

ripciones

NUmero de transc

o{amsEEEEEEEERRRRRERRRREENRRNE

1 2 3 4 5 6 7 5 9 10111213 141516 1718 19 22 23 24 25

Componentes Funcion
celulares molecular [l ‘
u lllllllllllllllllllllll‘
2030 31 323334 35 3637 1 2 3 4 8 6 7 B 0 10 1112 13 14 15 16 17 16 19 20 2122 23 24 2526 27 28 20 30 31 32 3334 35 36 1 2 3 4 £ & 7 8 9 10 11 12 13 14 18 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2% 26 27

1) Autofosfarilacion de proteinas

2) Proceso catabélico de proteinas dependiente de ubiquitina
3) Proceso de oxidacion-reduccion

4) Via de sefializacion activada por acido abscisico

5) Transporte

6) Via de sefializacion activada por etileno

7) Respuesta a la auxina

8) Regulacion positiva de la transcripcion, plantilla de ADN
9) Transporte transmembrana

10) Transporte mediado por vesiculas

11) Ciclo celular

12) Via de sefalizacion activada por auxina

13) Diferenciacion celular

14) Transporte intracelular de proteinas

15) Desarrollo floral

16) Respuesta a estrés oxidativo

17) Respuesta al frio

18) Empalme de ARN

19) R de def alab
20) Respuesta al ion cadmio
21) Reparacion de ADN

22) Respuesta a la privacion de agua

23) Desarrollo de organismos multicelulares

24) Plegamiento de proteinas

25) El desarrollo del embrion termina en la latencia de la semilla
26) Proceso metabolico de carbohidratos

27) Organizacion celular

28) Division celular

29) Respuesta al &cido abscisico

30) Procesamiento de ARNm

31) Respuesta al estrés salino

32) Respuesta de defensa

33) Transporte de proteinas

34) Ubiquitinacion de proteinas

35) Traduccion

36) Regulacion de la transcripcion, plantilla de ADN
37) Transcripcion, plantilla de ADN

1) Componente integral de la membrana plasmatica
2) Complejo espliceosomal

3) Subunidad ribosomica grande citosolica
4) Micratabulo

5) Matriz mitocondrial

6) Exoma extracelular

7) Intracelular

8) Apoplasto

9) Peroxisoma

10) Plastido

11) Red Trans-Golgi

12) Ribesoma

13) Membrana de tilacoide de cloroplasto
14) Endosoma

15) Nucleoplasma

16) Membrana interna mitocondrial

17) Pared celular

18) Envoltura de cloroplasto

19) Vacucla

20) Membrana vacuolar

21) Membrana de Golgi

22) Estroma de cloroplasto

23) Nucléolo

24) Reticulo endoplasmatico

25) Region extracelular

26) Membrana de reticulo endoplasmico
27) Plasmodesmos

28) Aparato de Golgi

29) Membrana

30) Mitocondria

31) Cloroplasto

32) Citosol

33) Membrana de plasma

34) Citoplasma

35) Componente integral de la membrana
38) Nucleo

1) Unién de dinucledtido de flavina y adenina

2) Unién idéntica a proteinas

3) Unién a carbohidrato

4) Unién a acido nucleico

5) Actividad de homodimerizacion de proteinas

6) Actividad GTPasa

7) Unién de iones de magnesio

8) Actividad de proteina quinasa

9) Unién de ARN poli (A)

10) Unién de iones de calcio

11) Actividad hidrolasa

12) Union de ADN especifica de secuencia

13) Unién de iones de hierro

14) Enlace hemo

15) Actividad de |a ubiquitina-proteina transferasa

16) Actividad oxidorreductasa

17) Union GTP

18) Actividad ligasa

19) Nucledtido de union

20) Constituyente estructural del ribosoma

21) ARN de union

22) Actividad de proteina serina/treonina quinasa

23) Actividad del factor de transcripcién, unién de ADN especifica de
secuencia

24) Unién de iones de zinc

25) Union al ADN

26) Unién de iones metalicos

27) Unién de ATP

Figura 1.14. Clasificacion de los términos GO obtenidos del transcriptoma de novo del proceso germinativo de Cedrela odorata L.
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1.5.7 Base de datos Nr

Los resultados de la base de datos Nr (no redundantes) muestran que la mayor
cantidad de transcripciones anotadas en C. odorata coinciden con Arabidopsis, seguido

por el género oryza y otros diferentes de plantas como Homo y Mus (Figura 1.15).

Tipo
ORF
. Transcripcion

Género

0"

5000 |
10000~
15000
20000~

Numero de anotaciones

Figura 1.15. Distribuciéon de aciertos en la base de datos Nr del transcriptoma de novo del
proceso germinativo de Cedrela odorata L.
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1.6 DISCUSION

El laboratorio de secuenciacion entregé lecturas limpias por lo que no fue
necesario hacer el recorte de lecturas (Trimming), que esta indicado para eliminar
regiones de baja calidad y asi aumentar la calidad de las secuencias (Del Fabbro et al.,
2013). Lo anterior se refleja en los distintos parametros evaluados, entre ellos la calidad
de secuencia por base (Figura 1.3) y los niveles de calidad por secuencia (Figura 1.5)
gue estan por arriba del valor Q30. Asi mismo, las celdas de flujo muestran que no hay

contaminacion en la muestra entre otros parametros.

Los nucledtidos de baja calidad pueden derivarse de distintos errores en la
secuenciacion, por ejemplo, las burbujas de aire o el mal funcionamiento de laser/lente
etc. Ignorar el analisis de calidad y generar el ensamble con dichas secuencias puede
dar lugar a interpretaciones falsas de los datos, motivo por el cual el analisis y el
procesamiento del recorte de lecturas toma gran importancia (Del Fabbro et al., 2013).
En este trabajo las secuencias utilizadas mostraron ser de alta calidad por lo tanto

fueron adecuadas para generar el ensamble de novo y posteriormente el transcriptoma.

En este estudio se presenta el primer transcriptoma de novo de semillas de C.
odorata en el que se obtuvieron 52, 490 modelos de genes. Este nimero es muy
similar a lo reportado por Finch et al. (2019) quienes analizan el transcriptoma de hojas
de esta misma especie. Asi mismo, al comparar la anotacion de genes en ambos
estudios se observa que muchos de estos coinciden aun siendo transcriptomas de
diferentes tejidos, por lo que puede observarse una dinamica transcripcional de estos
genes. De esta forma, ambos estudios toman gran importancia al complementarse y
enriquecer la base de datos de secuencias para la especie, asi mismo, esta
informacion se vuelve una herramienta importante para futuras investigaciones

interesados en estudiar la especie.

Las investigaciones con tecnologias RNASeq enfocadas al estudio de la
germinacién en semillas no ortodoxas de especies forestales son poco frecuentes;
entre estos destaca el trabajo publicado por Zhang et al. (2019) donde se analiza el

proceso germinativo de las semillas de Populus euphratica Oliver y Populus pruinosa
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Schrenk, bajo el contexto de estrés por salinidad; asi como el trabajo de Qu et al.
(2020) donde se estudia a Populus x xiaohei T.S. Hwang et Liang, analizando los
cambios de produccién de energia durante la etapa de la germinacion de la semilla; asi
mismo el trabajo de Gomez-Maqueo et al. (2020) donde se examinan transiciones
fisiologicas en lotes de semilla de Ceiba aesculifolia (Kunth) Britt. & Baker f.,
recolectadas en distintos afios con respuestas fenotipicas contrastantes a un
tratamiento de cebado. Del mismo modo otra especie como Garcinia mangostana L.
que es un arbol frutal y tiene dificultades en el almacenamiento de semillas al ser de
tipo recalcitrante, al respecto ellos evaluan distintos puntos de tiempo (basandose en la

curva de absorcién de agua) durante la germinacion de la semilla (Goh et al., 2019).

Por otro lado, para la evaluacién de la calidad del transcriptoma de semilla de C.
odorata se utilizd la métrica N50 que es definida como la longitud del contigo mas
grande del total de céntigos ordenados de forma ascendente y representa el 50 % de la
longitud del conjunto. Por lo tanto, en este trabajo la medida N50 mostro que el 50 %
de la longitud total de la secuencia contiene secuencias iguales o superiores a 1,668
pb. Cuando el nimero de contigos es menor y mayor el valor de N50 se dice que el
ensamble es mejor (Cortese et al., 2021). Dado los resultados obtenidos con valor
medio de céntigos de 1,067 y un N50 de 1,668, se puede decir que en este trabajo se

genero un buen ensamble.

En el andlisis de clasificacibn por eggNOG se encontr6 que los grupos mas
representados corresponden a “modificaciones postraduccionales, recambio de
proteinas, chaperonas” (O) y “mecanismos de transduccién de sefiales” (T), estos
grupos también han sido localizados en la germinacion de semillas de G. mangostana
(Go et al., 2019). Se ha visto que las modificaciones postraduccionales responden a
situaciones de estrés cuando su entorno ha cambiado, su funcion radica en adicionar
una molécula pequefia y modificar la ubicacion, estabilidad o funcién de la proteina
(Han et al., 2022). Algunas de las modificaciones postraduccionales mas sobresalientes
en plantas son: la fosforilacion, ubiquitinacién, acetilacion, glicosilacion, nitrosilacion,

metilacion y lipidacion (Yu et al., 2021).
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Otro ejemplo de las funciones de las modificaciones postraduccionales es la
reactivacion rapida de los programas transcripcionales incluyendo a factores de
transcripcion y proteinas de sefalizacion (Han et al., 2022), lo cual coincide con el
hecho de que las funciones de “transcripcion” (K) y “mecanismos de transduccién de
sefales” (T) son los siguientes grupos mas dominantes dentro de la clasificacion
funcional de las proteinas encontradas por eggNOG en semillas de C. odorata (Figura
1.13). Asi mismo, se ha registrado que estas modificaciones juegan un papel
importante en la germinacion de semillas de arroz y Arabidopsis (Yu et al., 2021). La
transicion de un estado quiescente en la semilla seca a uno que permite la germinacion
como consecuencia de la imbibicién, representa un cambio profundo que afecta los
distintos componentes celulares y macromoléculas (Rajjou et al.,, 2012) y que puede
equipararse a un estado de estrés (Zaynab et al.,, 2018), donde las modificaciones
postraduccionales y la funcion de chaperonas juegan un papel importante en facilitar la
activacion, recambio y organizacion de proteinas asociadas al funcionamiento y

homeostasis celular.

Dentro de los procesos biolégicos en los términos GO, se encontré que la
ubiquitinacion de proteinas es el mas representativo, ademas de la autofosforilacion de
proteinas, aungque en este ultimo, el nimero de genes identificados con este término
fue menor (Figura 1.14). La ubiquitinacion es una de las modificaciones
postraduccionales mas frecuentes en plantas, estd involucrada en el recambio de
proteinas, la integridad gendmica y el proceso de sefalizacion (Yu et al., 2021). Por
ejemplo, el gen RGA-like2 (RGL2) codifica para proteinas DELLA (Foley et al., 2013) y
se expresa durante la imbibicion de las semillas (Yu et al., 2021), este es un regulador
transcripcional que reprime la sefalizacion de las giberelinas e impiden la germinacién
(Foley et al., 2013). Por tanto, para promover la germinacion y activar al acido
giberélico (AG) es importante la ubiquitinacion de las proteinas DELLA tal como sucede
en semillas de Arabidopsis (Yu et al., 2021

Los mecanismos de transduccion de sefiales son clave en la germinacién de las
semillas y muchas de ellas son coordinadas por las modificaciones postraduccionales.

Al respecto en este transcriptoma se detectaron proteinas quinasas y los dominios
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WD40 y P450 (Cuadro A3), estos dos ultimos han sido relacionados con el
metabolismo de los fenilpropanoides (Torre et al., 2014). Los fenilpropanoides son
derivados de la fenilalanina y tienen diversas estructuras y funciones. Por un lado,
funcionan como sefalizadores e inducen genes de defensa y protectores UV. También
se relacionan con la prevencion de pérdida de agua y la estabilidad de la pared celular
(Foley et al., 2013). La lignina que es un polimero derivado de los fenilpropanoides y es
indispensable para el soporte mecanico, rigidez e hidrofobicidad a las paredes
celulares secundarias en el crecimiento de las plantas y facilita el transporte de agua y
nutrientes a distancias largas (Zhao, 2016). Por otro lado, los fenilpropanides en
semillas estan vinculados con la profundidad de la latencia primaria de acuerdo con la
temperatura obtenida durante su desarrollo. En semillas de Arabidopsis se ha
observado que las bajas temperaturas aumentan la expresion de este gen, el cual tiene
una correlacion directa con las concentraciones de procianidinas en la cubierta de las
semillas manteniendo una latencia mas profunda. Referente a ello se ha reportado que
los individuos con menor cantidad de procianidina experimentan una latencia primaria
menos profunda (Macgregor et al., 2015). Hasta donde se sabe, no hay reporte de que
las semillas de C. odorata experimenten algun tipo de latencia, a pesar de ello, es
posible que su rol en este transcriptoma esté relacionado con alguna otra funciéon en la
pared celular o bien sea parte del ARN almacenado de las etapas de desarrollo y
maduracion de la testa. Sin embargo, esta afirmacién necesita de estudios mas
profundos para analizar el papel real de los fenilpropanoides en el proceso de

germinacion de esta especie.

Las fitohormonas también son fundamentales durante el proceso de
germinaciéon (Yu et al.,, 2021). En este transcriptoma se localizaron rutas de
sefializacion activadas por el acido abscisico (ABA), auxina y etileno (Figura 1.14), y
aunque el AG no se encontro en el grafico de los términos GO los genes involucrados a
este proceso si se encuentran dentro del transcriptoma (Cuadro A3). EIl AG y ABA
regulan de forma antagénica a la germinacion. Aqui la fosforilacién (otro tipo de
modificacion postraduccional) también participa de forma importante durante la
germinacion. Por ejemplo, diversas proteinas quinasas como SnRK2, BIN2, CIPK26,
PKS5 y KEG fosforilan al gen que codifica para ABI5 (Insensible al acido abscisico 5,
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guien codifica un miembro de la familia basica del factor de transcripcion de leucina,
implicado en la sefalizacion de ABA durante la germinacion de la semilla) (Cuadro A3)
e inhiben la germinacion de las semillas al promover su estabilidad. La fosforilacion de
distintas isoenzimas se ha localizado durante la germinacion en semillas de sorgo y
trigo (Yu et al., 2021).

Por otra parte, se encontré una alta actividad en los procesos relacionados con
traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis (J) en la base de datos de eggNOG
(Figura 1.13). Tanto los procesos de traduccién como la participacion de los ribosomas
son reafirmados por la clasificacion funcional de los términos GO (Figura 1.14). Los
ribosomas forman el aparato de traduccion universal para la decodificacién de la
informacion genética en proteinas (Kumar, 2021), por tanto, su biogénesis es
indispensables para que se lleve a cabo la traduccidén de novo de proteinas implicadas
en distintos procesos celulares como los son el crecimiento y la division celular (Kumar,

2021) mismos que daran paso a la germinacion de la semilla.

Ademés de estas funciones mas representativas en el transcriptoma generado,
también se encontraron otras con mucha importancia, por ejemplo, existe una
comunicacion de la célula con su entorno a través de las membranas y mediante
vesiculas que transportan proteinas y lipidos por la via exocitica y endocitica (Tokarev
et al., 2009), que se refleja en la clasificacion funcional trafico intracelular, secrecion y
transporte vesicular (U) (Figura 1.13) y en los componentes celulares de los término
GO, componente integral de la membrana y plasmodesmos (Figura 1.14). Ademas de
muchas otras funciones relacionados con la conversion y produccién de energia (C)
(Figura 1.13), donde se incluye a los términos GO, mitocondria 'y ATP (Figura 1.14). Asi
mismo, el transporte y metabolismo de los carbohidratos (G) y otros (Figura 1.13). La
generacion de ATP (adenosin trifosfato) es indispensable durante la germinacién
temprana para sostener las demandas metabdlicas que culminan con a la emergencia
de la radicula (Qu et al., 2020). Durante este proceso se ven involucradas un conjunto
de reacciones bioquimicas y rutas metabdlicas como la respiracion, la glucolisis, el ciclo
del acido tricarboxilico y la cadena transportadora de electrones (Zaynab et al., 2018).

Aqui, la actividad mitocondrial juega un papel importante y al igual que los procesos

39



mencionados anteriormente, también depende de las modificaciones postraduccionales
de las proteinas asociadas a las funciones metabdlicas. La biogénesis mitocondrial es
producida poco a poco después de la imbibicion de las semillas, lo que es consistente
con el robustecimiento de las rutas implicadas en la sintesis de ATP. Ademés de ello,
también esta involucrada en la regulacién redox para la transcripcion y regulacion

hormonal (El-Maarouf-bouteau, 2022).

Muchas de las funciones obtenidas en el transcriptoma de Myrciaria Dubia “camu-
camu, donde también se analizan fases del proceso germinativo y crecimiento de
plantula (Castro et al., 2020), coinciden con los resultados de este experimento.
Ademas de los que se han mencionado anteriormente, se observa también un mayor
namero de transcritos relacionados con la respuesta a defensas, responsable de estrés
por sales y procesos metabdlicos de carbohidratos. En los componentes celulares (CC)
también coinciden con el término cloroplastos. En las angiospermas se ha visto que el
cloroplasto en semillas esta relacionado con la prevencion de la hipoxia al mantener la
respiracion en semillas maduras (Smolikova y Medvedev, 2016). Por otro lado, en la
funcién molecular (FM) coincidieron en los términos union de ion zinc y actividad de
proteina serina/treonina quinasa (Castro et al., 2020). El ion zinc se ha encontrado
participando como un sefalizador en la transicion de informacion dentro de las células
y en la comunicacion entre ellas, es decir, participa en la sefalizacion en vias en las
gue los iones de zinc son estimulos extracelulares o mensajeros intracelulares y dichas
vias actGian a través de la sefalizacién de Ca 2, redox y fosforilacion (Maret, 2017).
Posiblemente esta sefializacidon se esté dando por la fosforilacién, motivo por el que el
termino actividad de proteina serina/treonina quinasa, sea uno de los términos de

mayor frecuencia en ambos estudios.

El andlisis de similitud contra la base de datos Nr mostré que la mayor cantidad de
las anotaciones obtenidas en este transcriptoma coinciden con la de los géneros
Arabidopsis y Oryza (Figura 1.15), posiblemente porque son dos de los géneros mas
estudiados y con genomas secuenciados. Estos mismos géneros coinciden con una
mayor similitud en las anotaciones encontradas en A. indica, ademas de que ésta,

también coincidié con anotaciones encontradas en Vitis vinifera L. (Krishnan et al.,
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2012). En Q. pubescens también se encontré una mayor cantidad de anotaciones que
coincidieron con las de V. vinifera, ademas de Pronus persica (L.) Batsch, Theobroma
cacao L., Populus Trichocarpa Torr. & A. Gray y otros (Torre et al., 2014). En M.
oleifera también se encontré6 mayor similitud con secuencias de V. vinifera, T. cacao,
Nelumbo Nucifera Bercht. & J.Presl, Setaria italica (L.) P.Beauv. y Jatropha curcas L.
(Yang et al., 2018). Aun con menos cantidad de transcritos anotados, en este
transcriptoma también se encontraron coincidencias con otros géneros de plantas
como Nicotiana, Zea, Lycopersicon, Soya, Solanum, Gossypium, Populus y otros, sin
embargo, se puede observar que estas anotaciones no son especificas de plantas si no
gue existe alta coincidencia con otros géneros diferente de plantas como lo son los del

géneros de Homo, Mus, Schizosaccharomyces, Rattus, Dictyostelium y otros.
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1.7 CONCLUSIONES

En este estudio se gener6 de novo y anoté el transcriptoma de semillas de C.
odorata analizando el proceso germinativo de las mismas durante tres etapas: en

semilla quiescente (seca), embebida y germinada.

La generacion del transcriptoma evidencié los genes y procesos involucrados
durante la germinacion de las semillas, el cual tiene un gran potencial para los fines de
manejo, conservacion y propagacion de la especie, ya que pueden ser utilizados para
posteriores estudios enfocados en analizar en forma directa genes o vias especificas

del proceso germinativo.

La generacion de este transcriptoma también es importante para posteriores
estudios comparativos en el género Cedrela y especialmente para la especie C.
odorata, ya que representa una referencia en la generacion de un nuevo ensamble

utilizando el mismo o diferentes condiciones y tejidos.

El analisis de términos GO muestra que destacan las modificaciones
postraduccionales principalmente relacionadas con ubiquitinacion de proteinas y
fosforilacion. Ademas, destacan transcritos relacionados con vias de transduccion de
sefiales, asi como biosintesis de fenilpropanoides.

Otros procesos importantes en este transcriptoma estan relacionados con la
traduccion y la biogénesis de los ribosomas. Ademéas de otras funciones como la
comunicacion celular y la produccion de energia en forma de ATP, los cuales son

fundamentales para dar paso al proceso de germinacion de las semillas de C. odorata.

Con el transcriptoma generado es posible realizar el analisis de expresion
diferencial que permite conocer a los genes mas dinamicos durante el proceso

germinativo en semillas de C. odorata.
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CAPITULO II. ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES DURANTE LA
GERMINACION DE SEMILLAS DE Cedrela odorata L.

2.1 RESUMEN

Cedrela odorata L. es una especie forestal maderable importante en el mundo debido a
cualidades de su madera, lo que ha ocasionado alta explotacion de la especie en su
zona de distribucion natural y declarado su proteccion. La conservacion de la semilla en
bancos de germoplasma es una manera de preservar la especie, pero la pronta pérdida
de su viabilidad lo complica. Analizar el proceso fisiolégico de la germinacion a nivel
genético y molecular permite concebir novedosos sistemas de manejo y conservacion
del germoplasma. Con el transcriptoma generado y anotado, en el capitulo anterior, se
propuso un analisis para identificar genes expresados diferencialmente (DEG)
asociados a la transicion de una semilla seca (S) a un estado embebido pregerminativo
(E), culminando con la emergencia de la radicula (G). Para ello se cuantificaron los
transcritos con Salmon, usando los archivos fastq de las muestras. Con los datos se
generd una matriz de conteo de transcritos en cada condicion y se identificaron los
DEG a través de las comparaciones Svsk, EvsG y SvsG. Para el andlisis se utilizé el
lenguaje de programacion R y el paquete DESeg2. El umbral para considerar un DEG
fue: un padj <0.01 y un valor absoluto Log2 FoldChange =2. Los DEG se analizaron
con los términos de la ontologia génica (GO). Finalmente se realiz6 una anotacion
individual de los 100 DEG con mayor y menor expresion en cada comparacion y un
andlisis de enriquecimiento GO con REVIGO. Con este andlisis se obtuvieron 8,863
DEG. El analisis evidencio dos etapas del proceso germinativo. La primera conduce a
la reactivacion metabdlica resultado de la imbibicion donde hay preponderancia de
genes de sefalizacion, metabolismo energético y pared celular. La segunda apoya a
los procesos de emergencia de la radicula donde los DEG se asocian al metabolismo
de la pared celular y alargamiento del embrion. Ademas, se detectaron genes
relacionados con tolerancia a la desecacion como las HSP, GGT1 y GOLS2. Este
trabajo describe el primer estudio de secuenciacién y anotacion del transcriptoma de
semillas de C. odorata importante para posteriores planes de manejo y conservacion de
semillas no ortodoxas a largo plazo.

Palabras clave: DESeq2, gen diferencialmente expresado, imbibicién, log2

FoldChange, ontologia génica.
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ANALYSIS OF DIFFERENTIAL EXPRESSION OF GENES DURING SEED
GERMINATION OF Cedrela odorata L.

2.2 ABSTRACT

Cedrela odorata L. is an important timber forest species in the world due to the qualities
of its wood, which has caused high exploitation of the species in its natural distribution
area and declared its protection. The conservation of the seed in germplasm banks is a
way of preserve the species, but the rapid loss of its viability complicates it. Analyze the
physiological process of germination at the genetic and molecular level makes it
possible to conceive novel management and conservation systems for germplasm. With
the transcriptome generated and annotated, in the previous chapter, an analysis was
proposed to identify differentially expressed genes (DEG) associated with the transition
from a dry seed (S) to an embedded pregerminative state (E), culminating in the
emergence of the radicle (G). For this, the transcripts were quantified with Salmon,
using the fastq files of the samples. With the data, a transcript count matrix was
generated in each condition and the DEG were identified through Svsg, EvsG and
SvsG comparisons. For the analysis, the R programming language and the DESeq2
package were used. The threshold to consider a DEG was a padj <= 0.01 and an
absolute value Log2 FoldChange >=2. DEGs were analyzed with Gene Ontology (GO)
terms. Finally, an individual annotation of the 100 DEG with the highest and lowest
expression in each comparison and a GO enrichment analysis with REVIGO was
performed. With this analysis, 8,863 DEG were obtained. The analysis evidenced two
stages of the germination process. The first leads to metabolic reactivation resulting
from imbibition where there is a preponderance of signaling genes, energy metabolism
and cell wall. The second supports radicle emergence processes where DEGs are
associated with cell wall metabolism and embryo elongation. In addition, genes related
to desiccation tolerance such as HSP, GGT1 and GOLS2 were detected. This work
describes the first sequencing and annotation study of the seed transcriptome of C.
odorata, important for subsequent management plans and long-term conservation of
unorthodox seeds.

Key words: DESeq2, differentially expressed gene, imbibition, log2 FoldChange, gene

ontology.
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2.3 INTRODUCCION

El almacenamiento de semillas en bancos de germoplasma representa una de las
formas efectivas para preservar los recursos genéticos y para producir plantas para
abastecer plantaciones con fines comerciales o de conservacion (Whitehouse et al.,
2020). Sin embargo, las semillas de muchas especies tropicales se caracterizan por su
sensibilidad a la desecacion, lo que ocasiona que tengan una vida de almacén muy
corta, afectando su conservacion ya que requiere recolectas constantes para mantener

la viabilidad del germoplasma (Obroucheva et al., 2016).

Si bien las semillas de C. odorata son clasificadas tradicionalmente como
ortodoxas, debido a su reducido contenido de agua al momento de ser liberadas,
pierden la viabilidad rédpidamente en condiciones ambientales (Sautu et al., 2006;
Garcia y Abdelnour, 2013); incluso controlando las condiciones de almacenamiento
(refrigeracion a 5°C, con 7% en contenido de humedad y dentro de bolsas de
polietileno), se observa una reduccion de la germinacién en un 50 % en menos de dos
afios (Garcia y Abdelnour, 2013). ElI conocimiento empirico ha mostrado que la
viabilidad de las semillas al almacenarse en frio es muy variable dependiendo del
origen de la semilla, siendo muy baja en algunos casos. Por ello, desde la perspectiva
de los bancos de germoplasma, es considerada como una especie recalcitrante. De
esta forma, el estudio de los mecanismos implicados en mantener el vigor y la
viabilidad de las semillas es una pieza clave para conservar la riqueza genética de la

especie (Zinsmeister et al., 2020).

En consecuencia, es importante profundizar en el estudio de la fisiologia y la
genética implicada en procesos que conllevan a la germinacion vigorosa de las semillas
de C. odorata y enriquecer el conocimiento enfocado a maximizar el potencial de
viabilidad durante su conservacion ex-situ (Whitehouse et al., 2020). No obstante, el
proceso germinativo de las semillas implica una serie de mecanismos fisiolégicos
complejos. Tras la pérdida de agua y el término de su desarrollo, las semillas entran a
un estado de anhidrobiosis (Zinsmeister et al., 2020), en el que se consideran
metabdlicamente inactivas. A medida que progresa la hidratacion, comienza la

reanudacion de su metabolismo, lo cual requiere de diversos cambios bioquimicos y
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estructurales catalizados por enzimas y demas proteinas funcionales que daran pasé a
la sintesis de proteinas y ARN de novo, éstas llevaran a la semilla al proceso
germinativo (Bewley et al.,, 2013). Ademas, ocurre la traduccion, asi como la
degradacion de ARNm que fueron almacenados en las semillas durante el periodo de
maduracion; se han reportado mas de diez mil trascritos en arroz, cebada y Arabidopsis
(Zaynab et al., 2018). Los ARNm son muy diversos segun su informacion genética y
partes de las semillas, como por ejemplo el endospermo y el embridn, y son
modificados de forma especifica durante la imbibicion (Zaynab et al., 2018). Este
cambio en las poblaciones de transcritos, almacenados y sintetizados de novo, que
ocurre durante la imbibicion reflejan las necesidades de la transicion metabdlica y de
los programas genéticos que regulan el desarrollo que ocurren entre la quiescencia y la
imbibicién, que finalmente conducen a la germinacion. El andlisis del transcriptoma
asociados a la germinacion en C. odorata puede proveer informacion valiosa, no solo
respecto a la identidad de genes que participan en las diversas rutas metabdlicas, sino
revelar los mecanismos implicados en mantener la funcionalidad celular asociada a una

germinacion vigorosa.

Las investigaciones transcriptomicas para especies forestales han sido poco
frecuentes, aun mas cuando se trata de procesos fisioldgicos enfocados a la
germinaciéon de semillas entre estos se encuentran los trabajos de Zhang et al. (2019),
Gomez-Maqueo et al.(2020) y Qu et al. (2020). Ejemplo de otros trabajos se han
llevado a cabo a través de distintos contextos biolégicos como los relacionados al
estudios de las rutas de biosintesis de terpenoides en Azadirachta indica A.Juss
(Krishnan et al., 2012), la obtencién de respuestas genomicas debido al ozono en
Quercus rubra L. (Soltani et al., 2020), estrategia de respuesta al frio en Hevea
brasiliensis Muell (Campos et al., 2019), analisis de la biosintesis del acido nervonico
en semillas oleaginosas de Malania oleifera Chun & SK Lee (Yang et al., 2018) por

mencionar otros.

Hasta hace poco tiempo la informacion genética disponible en C. odorata era
escasa y a la fecha no se ha descrito el genoma nuclear para la especie.

Recientemente se publicé el transcriptoma de hoja de un ejemplar del Jardin Botanico
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de Nueva York (CEOD-NYBG), el cual fue realizado con fines de su posible utilidad
para la identificacion taxondémica (Finch et al., 2019). Asi mismo, en el capitulo anterior
se logro generar el transcriptoma de novo del proceso germinativo en semillas de dicha
especie. No obstante, los estudios fisiologicos del proceso de germinacion de semillas
en C. odorata son incipientes y pocos son los estudios enfocados a la fisiologia de la
germinacion en especies recalcitrantes e intermedias utilizando secuenciacion de
tltima generacion (Goh et al.,, 2019; Silva et al.,, 2019; Stavrinides et al., 2020). El
siguiente capitulo tiene por objetivo estudiar las fases de la germinacion de las semillas
de C. odorata mediante un enfoque transcriptémico analizando la expresion diferencial
de los genes partiendo de tres puntos importantes del proceso germinativo: de semillas
guiescentes en estado de anhidrobiosis (secas), hidratadas al 95% y germinadas sensu
stricto. Los resultados proporcionaran informacién valiosa para los planes de manejo y

conservacion de las semillas en el almacenamiento de una especie recalcitrante.
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2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Cuantificacion de transcritos

En el Capitulo | se describe la generacion y anotacion de un transcriptoma
general de semilla de C. odorata independientemente de su estado de germinacion.
Con esta informacion se realizé la cuantificacion de la abundancia de los transcritos en
cada condicién por triplicado (semilla seca, hidratada al 95 % y germinada). Para ello,
se uso el software Salmon v.0.14.0 utilizando los archivos fastq (R1 y R2) de las nueve
muestras. Salmon permite estimar expresiones concretas de una forma rapida a través
de la inferencia, en el que se utiliza un modelo expresivo con los datos de RNA-seq.
Tiene la aptitud de corregir los sesgos del contenido de GC que se presentan en los
transcritos, caracteristica que hace que aumente la precision de los estimadores de
abundancia, haciendo que los datos de expresion sean confiables (Patro et al., 2017).
Los datos de salida de Salmon fueron utilizados para generar una matriz de conteo que
incluye los estimadores de abundancia y la longitud de los transcritos, los cuales son
usados para el andlisis de la expresiéon diferencial. Lo anterior fue realizado con el

paquete Tximport v.1.22.0 (Soneson et al., 2015).

2.4.2 Andlisis de expresion diferencial

La matriz obtenida con tximport que proporciona los datos de conteo, fue utilizada
como archivo de datos de entrada para el andlisis de expresion diferencial. Para el
andlisis se debe tener en cuenta una condicion control, por lo tanto, se compararon las
siguientes condiciones: seca vs. embebida (Svsk), embebida vs. germinada (EvsG) y
seca vs. germinada (SvsG). Se utilizo el lenguaje de programacién R v.4.0.3, a través
de la interfaz RStudio v.1.3.1093 y el paquete DESeq2 v.1.30.0 de Bioconductor. Este
ultimo se basa en el recuento de lecturas normalizadas. DESeq2 utiliza modelos
lineales generalizados de distribucion Binomial negativa y asi mismo los valores p se
ajustan utilizando el enfoque de Benjamini Hochberg para controlar la tasa de
descubrimiento falso (FDR) (Love et al., 2014). El umbral utilizado para considerar un
gen diferencialmente expresado (DEG, por sus siglas en inglés) fue obtener un valor p
ajustado (padj) < 0.01 y un valor absoluto Log2 FoldChange (cambio relativo en la
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expresion) = 2. Si el valor Log2FoldChange es positivo, aumenta el nivel de expresion
de ese gen en particular, respecto a la condicién anterior, si el valor es negativo,
significa que el nivel de expresion se reduce. Del conjunto de genes expresados
diferencialmente se construyeron diagramas de Venn para ver las superposiciones en

las distintas comparaciones con el programa VENNY v.2.1 (Oliveros, 2015).

Con la finalidad de analizar con detalle los genes que mas aumentaron o
disminuyeron de expresion en cada una de las comparaciones se llevd a cabo una
seleccion de 100 genes en cada comparacion (50 con el valor Log2Foldchange mas
alto y 50 con el mas bajo). El resto de los andlisis realizados se hicieron considerando

Unicamente estos genes.
2.4.3 Clasificacion de la ontologia génica de los DEG

Después de obtener el andlisis de los DEG en cada una de las tres
comparaciones, se asigno a cada lista los términos GO correspondientes obtenidos con
Trinotate, para analizar los grupos funcionales y términos mas representativos. Se
utiliz6 WEGO (Web Gene Ontology Annotation Plot) 2.0 para comparar y trazar los

resultados de la anotacion GO (Ye et al., 2018).

2.4.4 Mapa de calor y anotacion individual de los DEG con mayor y menor

expresion

Los perfiles de expresion de los 100 DEG seleccionados en cada comparacion
fueron visualizados a través de un mapa de calor, el cual muestra la medida de la
actividad de la expresion diferencial en cada una de las transiciones de forma
simultdnea. El paquete utilizado fue pheatmap v.1.0.12 del paquete ggplot2 v.3.3.2.
Para precisar los datos obtenidos con la anotacibn masiva obtenida por Trinotate, los
DEG seleccionados anteriormente en cada condicién fueron anotados (descritos) uno
por uno por similitud de secuencia usando BlastX sobre la base de datos de TAIR
(Arabidopsis Information Resource, por sus siglas en inglés) (TAIR, 2005) y la base de
datos de plantas de NCBI (National Center for Biotechnology Information, por sus siglas
en inglés) (NCBI, 2013).
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2.4.5 Enriquecimiento GO de los DEG con mayor y menor expresion

Debido a la lista grande y redundante de términos GO, se utilizé6 REVIGO (Supek et
al., 2011) para analizar procesos biologicos (PB) y descubrir subgrupos tipicos de los
términos utilizando un algoritmo de agrupamiento simple basado en medidas de
similitud semantica y utilizando la base de datos de A. thaliana. Para ello, se usaron los
100 genes que mas aumentaron y disminuyeron sus niveles de expresion en cada lista
de las comparaciones: Svsk, EvsG y SvsG. Los resultados se visualizaron a través de

mapas de arboles.
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2.5 RESULTADOS
2.5.1 Cuantificacion de transcritos

Se obtuvieron resultados de cuantificacion para cada una de las nueve muestras
analizadas. Cada archivo de salida (quant.sf) contiene la siguiente informaciéon en
distintas columnas: Name, identificador (id) del transcrito; Length, longitud del transcrito
(nimero de nucledtidos); EffectiveLength, longitud efectiva del transcrito, toma en
cuenta la distribucion de la longitud de los fragmentos, el sesgo especifico de
secuencia y del fragmento de GC. TPM (Transcritos por Millon, que indica la estimacion
de la abundancia relativa del transcrito), NumReads, que es la estimacion del nimero
de lecturas asignadas a cada trascrito que se cuantific6. Esta informacion fue
sintetizada en un solo archivo que contiene una matriz de datos para cada muestra y

con ello, se obtuvo la matriz de conteo para los analisis de expresion diferencial.

2.5.2. Andlisis de la expresion diferencial

El analisis de expresidon mostré que, de los 52,490 genes encontrados en el
transcriptoma de semilla, solo el 16 % (8,863) se expresaron diferencialmente durante
las tres etapas analizadas del proceso germinativo (jError! No se encuentra el origen
de la referencia.). La comparacion de los extremos, es decir, las semillas secas y
germinadas (SvsG) tuvo la mayor cantidad de DEG con 7,667 DEG de los cuales,
3,241 aumentaron sus niveles de expresion y 4,426 disminuyeron (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.C; Cuadro A4).

Durante el proceso de imbibicion, evidenciada por la comparacion entre semilla
seca e hidratada (SvsE), se encontraron 5,530 DEG, con una mayor cantidad de genes
gue disminuyen (3,804) su expresion respecto a los que aumentan (1,726) (Figura
2.1A, Cuadro A5). En contraste, durante el proceso de germinacion sensu stricto
(comparacion de semilla hidratada al 95 % vs. germinada (EvsG)) se encontraron 1,420

DEG de los cuales 972 aumentaron y 448 disminuyeron (Figura 2.1B, Cuadro A6).

En la Figura 2.1D se puede visualizar el numero total de DEG exclusivos y compartidos

en cada comparacion. La mayor cantidad de genes unicos (2,445) se observo en la
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comparacion de SvsG, seguido por la comparacion Svse y EvsG con 874 y 189

respectivamente, mientras que 399 se compartieron durante todo el proceso

Cuando se analizé solamente a los DEG que aumentaron su expresion, se observé que
155 se comparten en las tres comparaciones: 317, 245 y 1,260 fueron Unicos en las
comparaciones Svsg, EvsG y SvsG respectivamente, mientras tanto 1,254 se
compartieron solo entre Svs y SvsG, y 572 entre EvsG y SvsG (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.E). Respecto al conjunto de genes que
disminuyen su expresion, 233 se comparten en las tres comparaciones, mientras que
693, 85 y 1,185 son unicos en la comparacion Svsk, EvsG y SvsG respectivamente.
Finalmente 2,878 se comparten en SvskE y SvsG, y 130 se comparten entre EvsG y

SvsG (jError! No se encuentra el origen de la referencia.F).

2.5.3 Clasificaciéon de la Ontologia Génica

Los 8,863 DEG fueron analizados a través de la ontologia génica (GO) para la
interpretacion biolégica y descripcion de sus funciones y se distribuyeron en tres
grupos: componentes celulares (CC), funcion molecular (FM) y procesos bioldgicos
(PB). En la categoria CC, predominaron los términos: “célula”, “parte de la célula”,
‘parte intracelular”, ‘“intracelular’, “organelo”, “organelo intracelular” y “organulo
delimitado por membrana”. En la categoria FM s6lo se encontraron cuatro términos de
los cuales, la “actividad catalitica” tuvo mayor dominancia, seguido de “actividad oxido
reductasa”, “actividad de la molécula estructural”’, y “constituyente estructural del
ribosoma”. Finalmente, la categoria PB tuvo con mayor representatividad a los
‘procesos metabdlicos primarios”, “regulacion bioldgica”, “regulacion del proceso
biologico” y “regulacion del proceso celular” (Figura 2.2A). Cuando se analizé de forma
estadistica los términos de los PB se encontr6 que los mas significativos fueron:
“‘desarrollo de estructuras anatdmicas” (G0O:0048856), “proceso de desarrollo”
(G0O:0032502), “proceso metabdlico de molécula pequena” (GO:0044281), “division
celular” (GO:0051301), “desarrollo post-embrionario’(GO:0009791) entre otros (Figura
2.2B)
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Figura 2.1. Andlisis del numero de genes expresados diferencialmente (DEG), identificados en tres etapas de germinacion de
semillas en C. odorata. A) Diagrama de volcan que muestra el patron de expresion entre semillas secas contra embebidas
(Svsk), B) embebidas ¢ contra germinadas (EvsG) y C) secas contra germinadas (SvsG). El eje X representa el valor
Log2FolChange y el eje Y el nivel de significacion segun -log10 (padj). Los puntos azules y rojos representan los DEG
regulados en forma positiva y negativa, respectivamente, los puntos negros representan genes que no se expresaron de
manera diferencial. D) Diagrama de Venn que muestra superposiciones de DEG totales; E) superposicion de los genes

regulados positivamente y F) genes regulados negativamente. Los numeros entre paréntesis indican el porcentaje de DEG
en cada situacion de los diferentes grupos.
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Figura 2.2. Ontologia genética (GO) de los genes expresados diferencialmente (DEG) en las
comparaciones: seca vs embebida (Svsk), embebida vs germinada (EvsG) y seca vs
germinada (SvsG). A) Clasificacion funcional de los términos GO. El eje X representa
los términos organizados en tres categorias: componente celular, funcion molecular y
procesos biolégicos. El eje Y, en el lado izquierdo, muestra el porcentaje de genes
anotados en cada subgrupo de cada categoria y en el lado derecho, el nimero de
genes anotados en cada comparacion. B) Diferencias significativas en funcion del
log1l0 p-value (<0,05) de los procesos biolégicos analizados, organizados en orden

descendente.
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2.5.4 Mapa de calor y anotacion individual de los DEG con mayor y menor

expresion

De la seleccion de los 300 genes con mayor y menor expresion (100 para cada
comparaciéon (Svsg, EvsG y SvsG)) se encontraron 53 que se compartieron en al
menos dos comparaciones, por lo que el nimero de genes para analizar y anotar de
forma individual fue de 247. Estos se visualizaron en un mapa de calor en el que se

exponen 12 grupos acorde a su patron de expresion (Figura 2.3A).

El comportamiento de cada grupo en las tres etapas analizadas se visualizé a
través de graficas que muestran el cambio relativo en la expresion. Cada grupo tuvo
diferente nimero de genes, obteniendo un minimo de dos y un maximo de 44 (Figura
2.3B). De los 247 genes analizados, los grupos 1, 2 y 3 muestran a los 50 que reducen
significativamente su expresion al pasar de semilla seca a hidratada, mientras que los
grupos 9, 11 y 12 muestran a los que aumentan en esta misma condicion.
Probablemente estos 100 genes se encuentran asociados a la quiescencia. Por su
parte, durante la germinacion sensu stricto, 50 genes de los grupos 4, 10 y 12
disminuyen su expresién mientras que otros 50 de los grupos 1, 6 y 8 aumentan. Estos
genes probablemente estén involucrados en el proceso de germinacion sensu stricto.
Por otra parte, cuando se analiza la comparacion entre los extremos del proceso se
observan 28 genes que disminuyen gradualmente (grupo 5) mientras que 25 van

aumentando (grupo 7).

Con las bases de datos de TAIR y NCBI, de la anotacion individual por
alineamiento local y similitud (BLAST) de las 247 secuencias se encontré que solo el
47% tiene una funcion putativa coincidente en ambas bases de datos, mientras que el
4% corresponde a secuencias desconocidas, no localizadas en ninguna de las bases.
El resto, (49 %) se encontr6 como proteina no caracterizada, hipotética, predicha, o no
coincidian en la anotacion en ambas bases y/o la mayoria mantenia valores-E no

significativos o un porcentaje de identidad bajo (Cuadro A7).
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Figura 2.3. A) Mapa de calor que muestra el agrupamiento y patron de expresion de 247 genes
expresados diferencialmente (DEG), segun el valor log2FoldChange. Cada fila
representa un gen y cada columna la comparacion en la que se expresa el gen:
seca vs embebida (Svsk), embebida vs germinada (EvsG) y seca vs germinada
(SvsG). Los colores rojo y azul indican DEG regulados al alza y a la baja,
respectivamente, mientras que el blanco indica que no hubo cambios. Cuanto
mas fuerte es el color, mayor es la expresion. B) Gréaficos hipotéticos que
representan la tendencia en el comportamiento de los doce grupos representados
en el mapa de calor. Las letras S, E y G, indican las condiciones de tratamiento:
seca, embebida y germinada respectivamente, n, indica el nimero de genes en
ese grupo.

Dentro de los genes caracterizados (mostrados en el mapa de calor) que reducen
en menor medida su expresion durante la hidratacién de las semillas se encontraron
genes que codifican para “proteina transportadora de azucar 7” (STP7), “alfa-amilasa 3”
(AMY3), “fosfoglicerato quinasa 2” (PGK2), “superdxido dismutasa 2” (SOD2), “proteina
de la superfamilia de oxidorreductasa ligada a NAD (P)”, “citocromo P450 familia 705”
(CYP705A22), “acil-CoA desaturasa” entre otros. Mientras tanto, dentro de los que
aumentan su expresion en esta misma condicidn se encuentran: “acc oxidasel”

(ACO1), “familia de proteinas regulada por la giberelina” (GSA6), genes sefalizadores
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como el gen “clavata3/esr-relacionado 4" (CLE4), distintas peroxidasas, genes
relacionados con la patogénesis, genes involucrados en la organizacion de la pared
celular como los xiloglucanos, xilosidasas, endo-beta-mananasas, también se encontro
a una familia de proteinas que responden al super complejo respiratorio,
“sulfotransferasa 2A" (ST2A), “proteina de la superfamilia de albumina 2S de

almacenamiento de semillas”, “Oxidasa de cisteina vegetal 2” (PCO2) que responden al
etileno, “HECATE 2” (HEC2) que codifica para un factor de transcripcion, entre otros

(Cuadro A7) .

Por otro lado, dentro de los genes caracterizados que disminuyeron su expresion
durante la germinacibn sensu stricto se encuentran nuevamente el gen CLEA4,
“Citocromo oxidasa 1”(COX1), proteinas HSP, proteinas sensibles a auxinas, “proteina
de la superfamilia del dominio DnaJ chaperona”, algunos genes relacionados con la
patogénesis, “proteinas de la familia del reticulo”, “aminopeptidasa M1” (APM1), entre
otros. Y dentro de los que aumentaron se encuentra una vez mas STP7, “gamma-
glutamil transpeptidasa 1” (GGT1), una “proteina del dominio BURP dirigida a las
vacuolas” (USPL1), un miembro de la familia de genes “lacassa 7’ (LACCASE 7),
BZIP61 que codifica un miembro de la familia BZIP de factores de transcripcion,
proteinas de membrana, “pectinas metilesterasa inhibidor 13” (PMEI13), genes que
codifican para tubulina y actina, “proteina 18 de dedos de Zinc de caja B”, (BBX18),

“‘peroxidasa 3” (PER3), “subunidad O del fotosistema I” (PSAQO), y otros (Cuadro A7).

Dentro de los genes caracterizados en la comparacion de los extremos (SvsG) los
genes significativos que disminuyeron gradualmente durante todo el proceso de
geminacion fueron: “Proteina de la superfamilia de pliegues de Rossmann que se une a
NAD (P)”, “proteina de la familia de las oxidorreductasas de glucosa-metanol-colina”
(GMC) y “proteina ribosémica L7Ae/L30e/S12e/ proteina de la familia Gadd 45"
(RPL30B). Mientras que en los que aumentaron gradualmente se encuentran: un gen
que codifica a una “proteina de la superfamilia de las peroxidasas”, diversos genes
relacionados con la sintesis de la pared celular, “proteina de transferencia de lipidos 1”
(LTP1), nuevamente “proteina de la superfamilia de albumina 2S de almacenamiento

de semillas”, “cinamil-alcohol deshidrogenasa 7” (CAD7), nuevamente PMEI13 y
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“‘pectina metilesterasa 41” (PME41), “fosfatasa acida 3” (PAP3), “inducible de etileno y
sal 3" (ESE3) y otros (Cuadro A7) .

2.5.5 Enriquecimiento de los términos GO de los DEG con mayor y menor

expresion

Los procesos biolégicos de los 100 genes seleccionados por su mayor y menor
expresion diferencial en cada comparacion se analizaron a través del enriqguecimiento
de términos GO usando REVIGO. El proceso de hidratacion de las semillas se
enriquecié con 40 términos (Cuadro A8) que se organizaron en 9 grupos. El grupo con
mayor frecuencia fue el de "respuesta al estrés oxidativo" (GO:0006979), seguido del
grupo "desfosforilacion" (G0O:0016311), y "organizacion de las vacuolas liticas"
(GO:0080171) (Figura 2.4A).

Durante la germinacion sensu stricto se encontraron 15 términos (Cuadro A9)
reunidos en 7 grupos. Aquellos que agruparon el mayor nimero de genes fueron
"respuesta a la auxina" (G0:0009733), "regulacion negativa de la actividad catalitica”
(G0:0043086), ademas de otros grupos relacionados con el trasporte de energia,
fotosintesis, asi como procesos relacionados con el crecimiento de la plantula (Figura
2.4B).

La comparacion de los extremos (SvsG) se enriquecié con 34 términos (Figura
Al) y 7 grupos, algunos similares a la comparacion SvsE, sin embargo, aqui también
se encontraron otros términos interesantes como: "respuesta celular al 6xido nitrico"
(GO:0071732), '"via de sefializacibn activada por etileno” (G0O:0009873) vy
"desintoxicacion de oxidantes celulares” (G0O:0098869), todos reunidos en el grupo de
"respuesta celular a UV-C" (GO:0071494) (Cuadro A10).
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A)

B)

Figura 2.4. Analisis REVIGO de los procesos bioldgicos en 100 genes diferencialmente
expresados (DEG), regulados al alza y a la baja en las comparaciones: A) Seca
vs. embebida (SvsE), y B) embebida vs. germinada (EvsG). Cada rectangulo
representa un grupo. Los representantes se clasifican en "supergrupos" de
términos vagamente relacionados, reflejados por diferentes colores. La frecuencia
del término GO se refleja en el tamafio de los rectangulos.
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2.6 DISCUSION

El analisis comparativo del transcriptoma de semillas de C. odorata en distintos
momentos fisioldgicos permitié evidenciar dos etapas en la transicion de una semilla
quiescente hacia la germinacion, la primera conduce a la reactivacion metabdlica como
resultado de la imbibicién, seguida por los procesos que apoyan la emergencia de la

radicula.

De acuerdo con el andlisis de ontologia génica, en la categoria PB se mostraron
cambios significativos en 23 procesos que permiten ver la actividad metabdlica
reactivada en las semillas posterior al proceso de imbibicién, ademas del crecimiento
embrionario (Figura 2.2B). Dentro de la categoria CC se activaron diversos términos
relacionados con la actividad celular y en la FM se mostré con mayor frecuencia
procesos relacionados con la velocidad de las recciones quimicas como es la catalisis
(Figura 2.2A). Estos mismos términos también se encontraron como los mas
representativos en otros estudios enfocados al analisis de la germinacién de semillas
en la especie Punica granatum L., (FU et al., 2021) y Calanthe tsoongiana Tang &
F.T.Wang (Jiang et al., 2021). Por lo que podria decirse que estas caracteristicas son
consistentes en el proceso de germinacion de semillas de algunas especies

desarrolladas en climas tropicales.
2.6.1 Reactivacion metabdlica durante la hidratacion de la semilla

Durante la imbibicion de las semillas (SvsE) se observo que de los 5,530 DEG
detectados, cerca del 70 % disminuyeron su expresion. Esto puede relacionarse a que
las semillas secas conservan una gran cantidad de ARNm almacenado remanente de
las etapas tardias del desarrollo embrionario y maduracion seminal que corresponden a
un programa genético ligado a mantener la quiescencia, por lo que se requiere
disminuir su expresion o de su degradacion para lograr la transicion hacia la

reactivacion metabdlica ligada a la germinacion (Bewley et al., 2013; Bai et al., 2020).

Un ejemplo de lo anterior lo constituyen enzimas involucradas en los procesos
energéticos y de sefializacibn como los genes que codifican para la familia de
“carbohidrato quinasa” (FGGY, AT4G30310.2) y PGK2 (AT1G56190.2). Por ello, el
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término GO “desfosforilacion” (GO:0016311) se muestra como uno de los de mayor
frecuencia (Figura 2.4A).La familia FGGY lleva a cabo la fosforilacion dependiente de
ATP de distintos azucares que van desde las triosas hasta heptosas (Zhang et al.,
2011). En lo que respecta a las PGK, se asocian a diversos procesos como la glucolisis
donde convierten el 1,3-bisfosfoglicerato en 3-fosfoglicerato, en la gluconeogénesis y el
ciclo de Calvin-Benson (Rosa-Téllez et al., 2018). La isoforma PKG2 participa en el
metabolismo fotosintético del carbono (Massange-Sanchez et al., 2020. Asi mismo,
PGK2 ha sido localizada en semillas de Arabidopsis durante la germinacion pudiendo
ser inducida por estrés salino (Liu et al.,, 2015) lo que conjuntamente sugiere una
posible funcién en respuesta a la desecacion; ademas se ha identificado su expresion
en hojas en la etapa de plantula, involucrada en la glucdlisis del plastidio (Rosa-Téllez
et al., 2018).

Nuestros resultados no nos permiten saber con precisién cual es la funcién real de
la familia FGGY y PGK2 en las semillas de C. odorata y porqué son regulados en forma
negativa. Sin embargo, podria tratarse de una ajuste metabdlico; estudios con
mutantes para las isoformas PGK1 y PGK3 en Arabidopsis mostraron que ambos
disminuyen su expresion, regulando a la baja la actividad fotosintética, lo que podria
tratarse de un mecanismo estratégico de la planta cuando la glucolisis esta siendo
afectada, logrando con ello un ajuste metabdlico y optimizar el crecimiento de la planta

bajo estrés (Rosa-Téllez et al., 2018).

Es posible que la baja expresion de los genes mencionados anteriormente
repercuta de igual manera en otros como los que codifican para el “trasportador de
azucar STP7” (AT4G02050.2) y la proteina AMY3 (AT1G69830.1). La funcién de STP7
es transportar a las pentosas L-arabinosas y D-xilosas y se ha encontrado en tejidos
con alto recambio de la pared celular, por lo que podria relacionarse con la captaciéon y
reciclaje de azucar (Rottmann et al., 2018). Mientras que algunas alfa amilasas como la
AMY3 incentivan el catabolismo del almidon almacenado para nutrir la planta en
desarrollo y se ha encontrado regulado en forma negativa por el azucar en los
embriones y positivamente por la giberelina durante la germinacion en arroz (Damaris

et al., 2019). El descenso en la expresion de un gen que codifica para proteina de la
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familia piruvato quinasa, también se observa en semillas de Arabidopsis durante la
hidratacion de las semillas (Bai et al., 2017).

Aunado a lo anterior, dentro del mismo grupo “desfosforilacion” (GO:0016311) se
encontraron cambios en la expresion de genes asociados al metabolismo energético y
transporte reflejados en el término GO “procesos metabdlicos de los carbohidratos”
(GO:0005975) (Figura 2.4A). La energia es importante para llevar a cabo el proceso de
germinacion. En particular, se encontro el aumento de expresion de varios genes como:
COX1 (ATMGO01360.1); que forma el complejo IV de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial (Senkler et al., 2017); el “dominio de gen 3 inducido por hipoxia”
(HIGD3, AT3G05550.1) que se cree codifica subunidades especificas del complejo
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa en Arabidopsis y esta relacionado con la respuesta a
hipoxia (Hwang et al., 2017); o bien, la “proteina de la superfamilia de pliegues
Rossmann” (AT2G47120.2) que se une a NAD (P) y que se ha descrito como un motivo
estructural muy conservado. Los NAD (P) también juegan un papel importante en la
cadena transportadora de electrones (Hanukoglu, 2015). Dentro de este grupo también
se localizé una “terpeno sintasa 027, (TPS02, AT4G16730.2) que esta relacionada con
la biosintesis de los terpenoides, quienes estan involucrados con el metabolismo

primario y secundario de las plantas (Chen et al., 2021).

Por otro lado, entre de los genes que aumentaron su expresion se encontré a
CLE4. Los genes CLE codifican para péptidos cortos de sefializacion. CLE3 ha sido
mejor caracterizado y consta de 12 a 13 aminodcidos. Los genes CLE son
indispensables durante el desarrollo y crecimiento vegetal en diversos tejidos
meristematicos (Qin et al., 2021). Por lo tanto, es posible que CLE4 esté actuando
como una molécula sefalizadora para dar paso a los procesos implicados en el
crecimiento del embrion en C. odorata solo durante el proceso de hidratacion de las
semillas, pues una vez que se pasa a la germinacién sensu stricto esta disminuye su

expresion (Cuadro A7).

En esta comparacion, la “respuesta al estrés oxidativo” (GO:0006979) juega un
papel preponderante al ser el término GO detectado con mayor frecuencia (Figura

2.4A). El estrés oxidativo es generado por la formacién y acumulacion de especies
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reactivas de oxigeno (ROS), principalmente de anion superéxido (O2°), peroxido de
hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (°OH) (Bailly, 2019). En semillas el sitio principal de
ROS es la mitocondria, sin embargo, durante la germinacion se han localizado en el
citoplasma, nucleo y pared celular (Bailly, 2019). No obstante, en semilla las ROS
juegan un papel dual, por un lado, tienen un efecto negativo al ocasionar la oxidacion
de los sistemas membranales y macromoléculas (ADN, ARN y proteinas). Sin
embargo, también actian como moléculas de sefializacion importantes para romper la
latencia y dar paso a la germinacion (Lariguet et al., 2013; Bailly, 2019; Kurek et al.,
2019 ), regulando la sefializaciéon por el acido giberélico (AG), asi como la movilizacion
de las proteinas de almacenamiento (Kurek et al., 2019). Dichas ROS son activadas
por peroxidasa tipo Il (Lariguet et al., 2013; Renard et al., 2019), tal es el caso de las
Peroxidasas 4 (PER4, AT1G14540.1) y 52 (PRX52, AT5G05340.1) (Cuadro A7) que en
este trabajo y durante la etapa de imbibicion aumentaron su expresion. Por ello, para
contender con su acumulacion a fin de mantener una homeostasis REDOX, las células
contienen sistemas enziméticos y no enzimaticos de detoxificacibn. Cuando estos
sistemas son dafados o0 sobrepasados por los ROS producidos se aceleran los
procesos de dafios y envejecimiento celular, que en las semillas lleva a una pérdida del

vigor y finalmente de la viabilidad de estas (Verdier et al., 2013;Sano et al., 2016).

Al respecto, durante el paso de la semilla seca a hidratada (Svs) en C. odorata
se detectd cambio en la expresion de una “superdoxido dismutasa cloroplastica de
cobre/zinc” (CSD2, XP_023886042.1), enzima antioxidante que ayuda a la regulacién
de la sobreproducciéon de radicales libres generada por el reinici6 del metabolismo
(Sano et al., 2016). Sin embargo, este transcrito en particular bajé sus niveles de
expresion, lo que indica que podria estar participando en la acumulacion de ROS para
la liberacion de la latencia en las semillas, lo cual sucede cuando los sistemas
antioxidantes disminuyen el nivel de expresion (Bailly, 2019). No obstante, es posible
gue corresponda a un gen cuya transcripcion sea importante durante la maduracion de
la semilla y al dar paso a la reactivacion metabdlica para la germinacion esta tenga que
disminuir su expresion o ser degradado. En G. mangostana (otra especie cuyas
semillas estan clasificadas como semilla recalcitrantes) la superdxido dismutasa y ACC

oxidasa aumentan su nivel de expresion y la peroxidasa disminuye (Goh et al., 2019),
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mientras que en este estudié sucede lo contrario y solo coinciden en el aumento de
ACC oxidasa.

Ademas, durante la imbibicién (Svs) en semillas de C. odorata se detectaron
cambios en la expresion de genes relacionados con la liberacion de la latencia de las
semillas. Particularmente, aumenté la presencia de transcritos de GSA6
(AT1G74670.1), cuya proteina en Arabidopsis (Zhong et al., 2015) participa en la
sefalizacion del AG, acido abscisico (ABA) y glucosa, regulando la germinacion a
través del alargamiento celular. También se observdé un aumento en la expresion de
ACO1 (XP_023885201.1) que agrupa sefales para la biosintesis del etileno y es
importante para el desarrollo normal de la raiz (Park et al., 2018). La concentracion de
etileno en las semillas esta relacionada con su capacidad germinativa, por ello, se
considera que el etileno estéd implicado en la regulacién de la germinacion y latencia de
las semillas (Li et al., 2020). También se detecté un aumento de ST2A (AT5G07010.1),
que participa en el metabolismo del acido jasmonico (Yamashino et al., 2013), y el
jasmonato regula la germinacion de semillas a través de la sefalizacién de ABA (Yu et
al., 2021).

Los términos GO “organizacién de vacuolas liticas” (GO:0080171) y el “transporte
de la membrana plasmatica al endosoma” (GO:0048227) también se presentaron como
términos de mayor frecuencia durante esta etapa (Figura 2.4A). Las vacuolas liticas
funcionan como degradadoras generales y son muy importantes en la germinaciéon al
descomponer a las proteinas de almacenamiento, a fin de movilizar los nutrientes
necesarios para sostener el alargamiento del eje embrionario durante el proceso de
germinacion, por lo que existe un trafico de proteinas desde la red trans-golgi hacia las
vacuolas a través de un grupo de endosomas tardios (Feraru et al., 2010). Esto es
consistente con el aumento observado en la expresion del grupo de “proteina de
almacenamiento 2S” (AT2G10940.2) durante la hidratacion de las semillas (SvsE).
Estas proteinas se caracterizan por ser ricas en arginina, glutamina, cisteina vy
metionina y se utilizan como fuente de nitrdgeno, azufre y carbono durante la
germinacién de la semilla y hasta el crecimiento de la plantula (Souza, 2020). También

hubo un aumento en la expresion de una “Endo-Beta-Manasa 7° (MANZ7,
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AT5G66460.1). Las endo-beta-manasas estan relacionadas con la degradaciéon de los
galactomananos los cuales son polisacaridos de reserva y estan presente en las
paredes de algunas semillas, como en la leguminosa Sesbania virgata (Cav.) Pers.
(Lisboa et al., 2006).En la germinacion de tomate, la endo-beta-manasa es considerada
un marcador de la germinacion (Moles et al., 2019). En C. arabica también se localiz6
antes y después de la emergencia de la radicula (Silva et al., 2019). EI homélogo de
este gen en Populus trichocarpa, PtrMAN7 se ha encontrado expresado en hojas

jovenes y en la punta del brote (Zhao et al., 2013).

Dentro de “procesos catabolicos de arabinosa” (GO:0031222) se localizan genes
gue se encuentran relacionados a la pared celular, mismos que también aumentaron en
la comparacién SvsG. Por ejemplo, se incrementd la expresion del gen “Xiloglucano
endotransglicosilasa/hidrolasa” (XTH). El xiloglucano es una hemicelulosa, que se une
de forma covalente a la celulosa y une microfibrillas de celulosa adyacentes
constituyendo la red de sostén de la pared (Carrillo et al., 2013) los embriones de
algunas dicotiledéneas y monocotiledoneas (Bewley et al., 2013). Los XTH rompen y
reforman estos enlaces B-(1,4) glicosidicos en las moléculas de xiloglucano,
probablemente acomodando la reestructuracion de la pared celular asociada con el
ablandamiento y la expansion del embrion (Bewley et al., 2013; Carrillo et al., 2013;
Cao et al., 2021). En este estudio, se encontr6 modificacion en la expresion de los
genes “xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa 9" (XTH9,AT4G03210.1) vy
“xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa 16” (XTH16, AT3G23730.1). XTH9 también
se localiz6 en G. mangostana, pero en el establecimiento de la plantula durante el
alargamiento celular (Goh et al., 2019). Del mismo modo, una “Beta-d-xilosidasa 4”
(BXL4, AT5G64570.1) aumentd sus niveles de expresion al pasar de semilla seca a
hidratada. Las beta-xilosidasas son una familia de genes que también han sido
encontradas en Arabidopsis y especificamente BXL4 ha estado asociada al desarrollo

de la pared celular (Goujon et al., 2003).

El término “proceso biosintético de flavonoles” (GO:0051555) también estuvo
preferentemente representado entre los términos GO de los procesos bioldgicos
(Figura 2.4A). Al respecto, el gen “flavonol sintasa 6” (FLS6, AT5G43935.1) cuya
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anotacién arrojo un e-value de 2.6 y un porcentaje de identidad de 32 se encontro
presente aumentando en sus niveles de expresion desde la etapa Svsk y SvsG. Su
funcion se asocia a la sintesis de flavonoides, los cuales tienen diversas funciones
como la eliminacion de radicales libres, proteccion de células y tejidos ante el estrés
oxidativo y respuesta al estrés biotico. Durante la germinacion de semillas de Punica
granatum L. también se detectd la presencia de flavonoides (FU et al., 2021). En el
mani, las semillas maduras y secas tuvieron un mayor contenido de FLS6, pero con

mayor cantidad durante el desarrollo de la semilla (Hou et al., 2020).
2.6.2 Expansién celular y germinacién sensu stricto

En contraste al comportamiento de una semilla seca a hidratada, a medida que
avanza la imbibicibn y se transita a la germinacion (EvsG) se revierte la
tendencia/relacion con el incremento del nUmero de genes que aumentan su expresion
en casi el 70 %. Esto es consistente con lo reportado en el andlisis transcriptomico de
la germinacion en semillas de Punica granatum L. en donde en esta misma etapa de
preparacion para la germinacion, aumentan considerablemente la cantidad de genes
expresados (FU et al., 2021).

La transicibn de una semilla embebida a germinada (EvsG) evidencié una
segunda etapa en el proceso germinativo, donde se observa que en su mayoria los
términos GO encontrados estan relacionados con el crecimiento del embrion. Por tanto,
el término con mayor frecuencia es el de “respuesta a auxina” (G0O:0009733) (Figura
2.4B), que se relaciona con diversos procesos del desarrollo de la planta como la
division, crecimiento y diferenciacién celular (Blazquez et al., 2020). En el presente
estudio se detectd al gen “Acido indol-3-acético inducible 14” (IAA14, AT4G14550.1)
aumentando su expresion. El “4cido indol-3-acetico” (IAA) es un regulador de
crecimiento y desarrollo de las plantas de la clase de las auxinas, asociada a distintos
procesos fisioldgicos como division celular, dominancia apical, iniciacion de raices
laterales y otros. En Pinus sylvestris L., el IAA se relaciona al proceso de germinacion
durante la imbibicion de las semillas (Ljung et al., 2001). “Acido indol-3-acético
Inducible 9” (IAA9) y el “Acido ilndol-3-acético inducible 4” (IAA4) también se han
encontrado participando en la germinacion de semillas de C. arabica (Silva et al.,

66



2019). Por lo que se sugiere que IAA14 también incida en la division celular durante la

germinacion de la semilla en C. odorata.

Asi mismo, se sobre expresaron dos genes sensibles a auxina, uno que codifican
para SAUR (ARN pequefio de auxina), especificamente “ARN regulado al alza de
auxina pequefia 46” (SAUR46, AT2G37030.1) y otro para el factor de trascripcion
“teosinte ramificado1/cycloidea/PCF 15" (TCP15, AT1G69690.1) que activa
directamente a los genes de la subfamilia “ARN regulado al alza de auxina pequefia 63”
(SAURG63). Se considera que tanto las proteinas como los transcritos de SAUR tienen
una vida util corta lo que provoca que su actividad disminuya con rapidez después de la
eliminacién del estimulo de la auxina permitiendo respuestas dinamicas (Stortenbeker y
Bemer, 2019). Esto podria explicar el comportamiento de estos dos genes que tienen
un pequefio aumento durante la hidratacion de la semilla y posteriormente bajan
durante la germinacion sensu stricto. En Arabidopsis se reporta que SAUR46 aumenta
su expresion, pero en niveles bajos en plantulas (Wang et al., 2020a). La
sobreexpresion de SAUR63 en plantas transgénicas de Arabidopsis resulté en la
obtencién de hipocoétilos mas largos y un mayor trasporte de auxina en dichos
hipocodtilos (Chae et al., 2012). En semillas de Paeonia lactiflora Pall, distintos
miembros de SAUR se expresaron en forma diferencial durante la liberacion de la
latencia (Li et al., 2020).

En esta etapa también se observan cambios en la expresion de transcritos del
dominio DUF581 (AT3G63230.1), el cual a pesar de que ha sido poco estudiado, se ha
encontrado en Arabidopsis regulado por ABA y asociado al mantenimiento de la
latencia (Jamsheer y Laxmi 2014), y en este trabajo y durante el paso de la semilla
embebida a germinada disminuyé su expresion posiblemente para dar paso a los

procesos que conllevan a la germinacion.

De acuerdo con los términos GO, entre los genes con mayor cambio en sus
niveles de expresiéon hubo un descenso de aquellos asociados a las “actividades
cataliticas” (G0O:0043086); sin embargo, aumento la expresion de genes de los
procesos de requerimiento de energia como el “transporte transmembrana de ATP

mitocondrial” (G0O:1990544). Asi mismo, se expresaron términos GO relacionados con
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la expansién celular y la formacion de placas celulares como lo es la “organizacién del
citoesqueleto de actina” (G0O:0030036) y los procesos basados en microtubulos
(GO:0007017) (Figura 2.4B). Al respecto, algunos genes que aumentaron su expresion
en esta etapa (EvsG) fueron Actina-11 (ACT11l, AT3G12110.1), alfa-tubulina 2,4
(TUA2, AT1G50010.1) y una cadena de tubulina beta-2/beta-3 (TUB3, AT5G62700.1)
(Cuadro A7). Asi mismo, como parte de los procesos que dirigen el alargamiento
celular se encontro la presencia de un gen que codifica para la “proteina 18 de dedos
de Zinc de caja B” (BBX18, AT2G21320.1) y en P. granatum se cree que esta proteina
participa en la regulacién de la apertura del cotiledon de la semilla en la germinacion
(FU et al., 2021).

También se observd la presencia del término GO “recoleccion de luz en el
fotosistema 1” (GO:0009768) (Figura 2.4B), que se relaciona con la expresion del gen
PSAO, (AT1G08380.1) que aumento su transcripcidon en esta etapa. La expresion de
este gen en el proceso de germinacion de las semillas de C. odorata podria ser parte
de la preparacion de la plantula-planta para su vida autotrofa. Sin embargo, en algunas
semillas oleosas la presencia de clorofila en semillas maduras es una caracteristica
indeseable que provoca reduccion del vigor y longevidad de la semilla (Zinsmeister et
al., 2020). Por otro lado, en algunas angiospermas, el cloroplasto de semillas en
desarrollo cloroembriofitas (con presencia de clorofila en el embrién) actia en la
activacion de la fotofosforilacién ciclica y, por lo tanto, de un aumento de la sintesis de
ATP. Durante la Ultima etapa de desarrollo las semillas entran en un estado de latencia
donde ocurre deshidratacion y disgregacion del aparato fotosintético, degradacion del
cloroplasto y transformacion de cloroplastos a plastidios llenos de sustancias nutritivas.
Sin embargo, el cloroplasto no se desintegra por completo y ayuda a la prevencion de
la hipoxia manteniendo la respiracion en las semillas maduras (Smolikova y Medvedev,
2016). Por lo tanto, seria importante analizar mas a fondo cual es el papel que juega
esta ruta en el proceso de germinacion de las semillas de C. odorata para poder
determinar si ayuda al mantenimiento de la latencia o bien participa en la reduccién de

su longevidad.
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Durante la transicion de una semilla hidratada hacia la germinacion se caracterizo
el descenso de varias proteinas que en otros estudios han sido asociadas a la
tolerancia a la desecacion, tal es el caso de los genes que codifica para “galactinol
sintasa 2” (GOLS2, AT1G56600.1) (Giarola et al., 2017), la “proteina de choque térmico
70" (HSP70, AT3G09440.4, AT3G12580.1), “proteina de choque térmico 70 B’
(HSP70B, AT1G16030.1) y el gen que codifica para la “proteina de la superfamilia del
dominio DnaJ chaperona” (AT4G19570.1). El descenso de genes HSP después de la
imbibicion de las semillas, también ocurrié en arroz (Wei et al., 2015), sin embargo, fue
una “proteina de choque térmico 20" (HSP20) y en este estudio dicho gen
(AT4G21870.1) se activé en forma positiva durante el paso de la semilla SvsE al igual

gue ocurrié en semillas de Arabidopsis (Bai et al., 2017).

Las HSP han sido identificadas en distintos procesos como la longevidad de la
semilla, el plegamiento correcto en proteinas no sintetizadas, plegamiento de las
proteinas alteradas durante el almacenamiento de semillas y proteccion de las semillas
contra el dafio oxidativo (Sano et al., 2016). Dos de estos genes han sido relacionados
con la proteccion de organismos implicados en el estrés por calor, HSP70 (Su y Li,
2008; Wang et al., 2020b) y Dnaj (Fan et al., 2017), mismos que se identificaron en los
embriones de C. arabica, aumentando su expresion durante la germinacioén (Silva et al.,
2019). HSP70B se ha encontrado en algas verdes durante y después de la inhibicién
participando en la proteccion y reparacién del fotosistema Il (Su y Li, 2008). En general
las proteinas HSP junto a las proteinas LEA y los azlcares promueven a que las
semillas pasen del estado liquido cristalino al estado vitreo, aumentando sus niveles de
expresion a medida que aumenta la maduracion y secado de las semillas, por lo que se
relacionan con la tolerancia a la desecaciéon (Bewley et al., 2013). Por lo tanto, durante
esta etapa en el que la semilla de C. odorata se prepara para la germinacion, estos

genes deben regularse negativamente a fin de llegar a la protrusion de la radicula.

En esta misma etapa también se expresoé el gen “gamma-glutamil transpeptidasa
1" (GGT1, AT4G39640.2) que esta implicado en la mitigacion del estrés oxidativo. Las
“‘gamma-glutamil transferasa” (GGT) son enzimas encargadas de degradar el glutation

(GSH) en espacios extra-citosolicos. La degradacion mitiga el estrés oxidativo al
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metabolizar GSSG que es la forma oxidad del GSH. En Arabidopsis la isoforma GGT1,
gue es la localizada en este trabajo, se ha encontrado en el apoplasto unida a la pared
celular (Giaretta et al., 2017). Con esta informacion se puede observar la existencia de
genes con altos niveles de expresion, relacionados con los mecanismos de proteccién

en las semillas de C. odorata

2.6.3 Expresion diferencial de genes en la comparacion de semillas secas vs.

germinadas

Cuando se comparan las condiciones fisiologicamente mas extremas analizadas
en este trabajo el término GO detectado con mayor frecuencia fue el de respuesta
celular a UV-C (GO:0071494), (Figura Al), dentro del cual se encontraban otros
términos. Por ejemplo, aun se localizaba el término de “respuesta a auxina”
(GO:0009733) que como se menciond anteriormente, esta relacionado con la
expansion celular, asi mismo, los términos de “desintoxicacion de oxidantes celulares”
(G0:0098869), “transduccion de sefales” (GO:0007165) y “responsable de defensas”
(G0O:0006952) Por lo que puede en realidad representar un grupo artificial que conjunta

diversos elementos asociados al desarrollo y respuesta al estrés.

En el mismo grupo se localizé a la “ruta de sefalizacion activada por etileno”
(G0:0009873) vy la respuesta celular al 6xido nitrico (GO:0071732). Estas vias son muy
importantes durante el proceso de germinacion de las semillas. Al respecto durante
esta transicion se ve el aumento gradual del gen (ESE3, AT5G25190.1) que codifica
para un miembro de la familia B-6 de los ERF (factor de respuesta al etileno) de la
familia de factores de transcripcion ERF/AP2 y son sensibles al etileno. Dentro de este
grupo se encuentra a los ERFVII (factores de respuesta a etileno del grupo VII) los
cuales se encargan de regular la respuesta ante el estrés bibtico y abidtico y en
particular al estrés por bajo nivel de oxigeno (Gibbs et al., 2015). Este gen también esta
relacionado con la enzima “cisteina oxidasa vegetal” (PCO, AT5G39890.1), que se
expreso en forma positiva durante la hidratacion de la semillas (SvskE), dicha enzima
esta implicada en el control de la estabilidad de los ERF-VII y catalizan la conduccion
dependiente de oxigeno que da paso a la degradacion proteosomal de dichos ERF-VII

a través de la ruta N-terminal (Taylor-Kearney y Flashman, 2021). Los ERF-VII
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modulan la sefalizacion de AG y ABA para regular procesos de desarrollo y estrés
(Gibbs et al., 2015).

Adicionalmente, dentro de los procesos que regula el oxido nitrico (NO) se
encuentra la latencia de las semillas y el crecimiento postgerminacion. El aumento
rapido del NO celular y la oxigenacion de la semilla durante la imbibicién estimulan la
degradacion de los ERFVII, esto hace que haya una baja expresion del gen “Insensible
al 4cido abscisico 5” (ABI5, regulador positivo de la latencia de las semillas) en el
endospermo y promueva la germinacion (Gibbs et al., 2014). Por tanto, también se
expresaron términos GO relacionados con la degradacion como es el caso de la
“protedlisis” (GO:0006508) y “ubiquitinaciéon de proteinas” (GO:0016567), que se
encuentran en el grupo de los términos relacionados a fotosintesis (Figura Al). La
ubiquitinacién es importante porque media los cambios precisos y necesarios para el

crecimiento, desarrollo y la adaptacion a tensiones ambientales (Han et al., 2022).

Entre los factores de transcripcion detectados, desde la comparacion de los
extremos (SvsG) y durante la germinacion de las semillas (EvsG) se observo el
aumento en la transcripcién del gen HEC2 (AT3G50330.1) que codifica al “factor de
transcripcion Bhlh” (Schuster et al., 2015) el cual pudiera estar posiblemente asociado
a la emergencia de la radicula, del mismo modo que actia en semillas de G.
mangostana (Goh et al., 2019). Ademas, también se detectd al gen que codifica para el
“factor de transcripcion de la familia BZIP” que estan asociado a la respuesta del estrés
por desecacion (Giarola et al., 2017), localizando especificamente a BZIP61
(AT3G58120.1). Tanto el factor de transcripcion bHLH y BZIP también han sido
localizados en el desarrollo de semillas y acumulacion de aceite en M. oleifera (Yang et
al., 2018).

Por otro lado, y dentro de este grupo también se detectaron genes relacionados
con la “respuesta a defensa” (GO:0006952) que también se encontraron desde la
hidratacion de las semillas. Durante el proceso de germinacion de la semilla es posible
gue se liberen azucares en el transcurso de la degradacion del endospermo, estos
azucares funcionan como alimentos de ciertos hongos, y esté, podria ser el motivo por

el que se activan genes para contrarrestar dicho efecto (Silva et al., 2019), tal es el
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caso de la proteina similar a “receptor 51” (RLP51, AT4G18760.1) y la “proteina similar
a lataumatina 1” (ATLP-1, AT1G18250.1).

Durante esta transicion de semilla seca hasta su germinacion también se siguio
expresando el término “organizaciéon de vacuolas liticas” (G0O:0080171). Esta
movilizacion de reservas es fundamental en la germinacion de las semillas al carecer
de fotosintesis y un sistema de absorcion de minerales (FU et al., 2021). Por tanto, se
present6 el aumento gradual de genes que codifican para la proteina de la superfamilia
de “albumina 2S de almacenamiento de semillas” (AT1G62510.1, AT4G22460.1). Asi
mismo, se presentdé el aumento de genes asociados al metabolismo de
arabinogalctanos (AGP), tal es el caso de los genes que codifican para la “proteina
arabinogalactano 14" (AGP14, AT5G56540.1), “proteina arabinogalactano 41” (AGP41,
AT5G24105.1) y dos “AGP tipo fasciclina” (FLA), “arabinogalactano similar a la
fasciclina 6”, (FLA6, AT2G20520.1) y “arabinogalactano similar a la fasciclina 77 (FLA7,
AT2G04780.2).

Se considera que los AGP también forman parte de las reservas en los
cotiledones y se han encontrado con mucha frecuencia en las paredes celulares
engrosadas de los cotiledones en semillas del género Lupinus, compuestos por
residuos de galactosa unidos con cadenas laterales de arabinosa; estas hemicelulosas
son degradadas a la vez que se movilizan las reservas almacenadas (proteinas y
aceites) (Bewley et al., 2013). En particular AGP14 se ha localizado en Arabidopsis
asociada a la expansion radial de las células en la punta de la raiz (Ogawa-Ohnishi y
Matsubayashi, 2015) mientras que AGP41lesta clasificada como una supuesta proteina
y la informacion de su funcién es limitada. Los genes FLA contienen dominios tipo
fasciclina y AGP tipicos y dominios de adhesion celular putativos (Schultz et al., 2004;
Costa et al., 2019). Los genes FLA ejercen funciones relevantes en el crecimiento y
desarrollo de raices tallos y semillas en Arabidopsis (Wang et al., 2015), asi como la
integridad y elasticidad de la matriz de la pared celular. También estan relacionados
con aspectos fundamentales de la embriogénesis y desarrollo de semillas en alamo,
maiz y alcornoque (Costa et al., 2019). En el genoma de Populus trichocarpa Torr. & A.
Gray se han identificado 35 genes FLA (Zang et al., 2015). FLA6 se presenta de forma

72



abundante en las células de la fibra del xilema (Wang et al., 2015) mientras que FLA7
se presenta tanto en las membranas como en los cloroplastos (Zang et al., 2015).

Otros genes que siguieron su aumento gradual fueron “heme oxigenesa 1” (HO1,
AT2G26670.1) y “xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa 8" (XTH8, AT1G11545.1).
HO1 es una enzima inducida por la hematina y se ha encontrado promoviendo la
germinacién en arroz en condiciones de sequia (Wu et al., 2016). El ortélogo de XTH8
en semillas de Lycopersicon esculentum P. Mill también ha sido encontrada en el

embridn durante la germinacion previa emergencia de la radicula (Bewley et al., 2013).

A manera de resumen la Figura 2.5 muestra un modelo de los genes y procesos
fisiolégicos mas representativos en este estudio durante la germinacion de semillas en

C. odorata.
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Figura 2.5. Genes diferencialmente expresados durante la germinacién de semillas de C.
odorata. La flecha azul con sus respectivos enunciados indica los procesos y genes
gue se expresaron durante el paso de la semilla seca a embebida (SvsE), la verde
durante el paso de la semilla embebida a germinada (EvsG) y la negra aquellos que
se expresaron durante todo el proceso (SvsG). Las flechas verdes y rojas indican que
el gen aumento o disminuyd su expresion respectivamente.
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2.7 CONCLUSIONES

En el estudio de expresion diferencial se localizaron a 8,863 DEG de los cuales
243 corresponden a los genes con mayores cambios en sus niveles de transcripcion en
las tres condiciones evaluadas. Esto permitié evidenciar dos fases importantes en la
germinacion, la primera, que implica el paso de una semilla seca quiescente y su
posterior hidratacion, en el que se reinicia la activacion metabdlica a través de distintas
cascadas de sefalizacion que dan paso a la actividad de genes implicados en el
metabolismo energético, respuesta al estrés oxidativo, organizacion de vacuolas liticas

y recambio de la pared celular.

Durante la segunda etapa, que abarca el paso de la semilla embebida a
germinada, se modifica la expresion de genes involucrados en el alargamiento del
embridn, la ruptura de la testa y protrusién de la radicula, es decir a la germinacién
sensu stricto, para posteriormente dar lugar a una plantula con vida autétrofa. En
particular, se evidencié cambios en la expresion de genes de la respuesta a auxina,
organizacion del citoesqueleto, pared celular, ademas de otros procesos relacionados

con la fotosintesis.

A pesar de que las semillas de C. odorata no sufren una desecacion alta como lo
hacen las semillas ortodoxas, se pudo observar la presencia de distintos genes que
estan involucrados en la tolerancia a la desecacion, tal es el caso de las HSP que, junto
a otras proteinas, hacen que el citoplasma pase del estado liquido al estado vitreo, lo
qgue disminuye las actividades metabdlicas. Entre estas se localizaron a: HSP70,
HSP70B, HSP40 y HSP20, ademas de otros genes como GGT1 y GOLS2.
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CONCLUSIONES GENERALES

En este estudio se generd el primer transcriptoma de novo y anotacion funcional
para el proceso germinativo de semillas de C. odorata. Dicho transcriptoma se puede
utilizar como un transcriptoma de referencia para posteriores investigaciones en la

misma especie u otra relacionada o de interés particular.

Los datos obtenidos brindan informacion importante que permiten analizar la
clasificacion funcional de proteinas ortélogas en el proceso germinativo de C. odorata,
lo que permitié su clasificacion dentro de 22 grupos funcionales, destacando los
procesos relacionados a las modificaciones postraduccionales, transcripcion vy

traduccion de sefiales.

Del transcriptoma total se expresaron diferencialmente 8,863 genes. La seleccion
de genes con mayor expresion en cada comparacion permitié evidenciar dos fases
importantes del proceso germinativo, en el primero se activan genes relacionados a los
procesos energéticos, sefalizacion, pared celular, y movimiento de proteinas de
reserva, ademas de genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo generado
por las ROS que podrian estar participando como moléculas de sefalizacion para dar
paso a la germinacion o bien como oxidantes de sistemas membranales y
macromoléculas. En la segunda se activan procesos relacionados con el crecimiento
del embridon entre los que se encuentran: respuesta a auxina, organizacion del
citoesqueleto y pared celular, ademéas de la presencia de genes relacionados con la

fotosintesis.

Como parte de los DEG que mas aumentaron o disminuyeron sus niveles de
expresion en todo el transcriptoma, se localizaron 11 secuencias que no han sido
caracterizadas en ninguna de las bases de datos utilizadas, por lo que se necesita
profundizar en el estudio de dichas secuencias y determinar si podria tratarse de

nuevos genes expresados en la germinacion de las semillas de C. odorata.

La informacidon generada en esta investigacion es de gran importancia para
futuros estudios enfocados en los planes de manejo y conservacion ex-situ de semillas

de C. odorata en los bancos de germoplasma, pues permite conocer genes y
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mecanismos moleculares implicados en el proceso germinativo. Esta informacion podra
ser utilizada para seleccionar genes de interés y hacer estudios mas profundos
enfocados en el analisis de la longevidad de las semillas en el almacenamiento.
Ademas de ello, con los datos obtenidos, se da pauta a investigaciones mas profundas

de interés particular en la especie.
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ANEXOS

Cuadro Al. Resumen de los andlisis de calidad de los 18 archivos fastq correspondientes a las tres condiciones evaluadas: seca,
embebida al 95% y germinada, cada una con sus tres repeticiones y cada repeticion con su respectivo Read 1 y Read 2
en semillas de Cedrela odorata L.
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FC1 R1 fastgc

FC1 R2 fastgc

FC2 R1 fastgc

FC2 R2 fastqc

FC3 R1 fastqc

FC3 R2 fastqc

FC4 R1 fastqc

FC4_R2 fastqc

FC5_R1_ fastqc

FC5_R2_fastqc

FC6_R1_ fastqc

FC6 R2 fastqc

FC7 R1 fastqc

FC7 R2 fastqc

FC8 R1 fastqc

FC8_R2_fastqc

FC9_R1 fastqc

FC9_R2 fastqc

Nota: De FC1 a FC3 corresponde a la muestra semilla seca, de FC4 a FC6 a la muestra semilla embebida al 95% y de FC7 a FC9 a la muestra
semilla germinada. R1 corresponde a la muestra Read 1 y R2 a la muestra Read 2.
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Cuadro A2. Resumen de la estadistica basica de los 18 archivos fastq correspondientes a las tres condiciones evaluadas: seca,
embebida al 95% y germinada, cada una con sus tres repeticiones y cada repeticion con su respectivo Read 1 y Read 2
en semillas de Cedrela odorata L.

Condicion Secuencias marcadas Longitud de la

evaluada Nombre del archivo Secuencias totales como de mala calidad secuencia %GC
Seca_1 FC1_R1.fastq 12952485 0 75 49
Seca_l1 FC1_R2.fastq 12952485 0 75 50
Seca_2 FC2_R1.fastq 12434959 0 75 50
Seca_2 FC2_R2.fastq 12434959 0 75 51
Seca_3 FC3_R1.fastq 14260286 0 75 49
Seca_3 FC3_R2fastq 14260286 0 75 49
Embebida_1 FC4_R1.fastq 8762203 0 75 46
Embebida_1 FC4_R2fastq 8762203 0 75 47
Embebida_2 FC5_R1.fastq 10822913 0 75 45
Embebida_2 FC5_R2.fastq 10822913 0 75 47
Embebida_3 FC6_R1.fastq 8567163 0 75 47
Embebida_3 FC6_R2.fastq 8567163 0 75 49
Germinada_1 FC7_R1.fastq 10090716 0 75 45
Germinada_1 FC7_R2.fastq 10090716 0 75 46
Germinada_2 FC8 R1.fastq 11264817 0 75 45
Germinada_2 FC8_R2.fastq 11264817 0 75 46
Germinada_3 FC9_R1 fastq 10296252 0 75 44
Germinada_3 FC9 R2.fastq 10296252 0 75 46
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Cuadro A3. Anotacion funcional con Trinotate del transcriptoma completo de semillas de Cedrela odorata L. en las condiciones

seca, embebida al 95% y germinada.

Debido a la complejidad de este cuadro que consta de 95,739 datos, para su visualizacion, vaya al siguiente enlace:

https://osf.io/kfn8qg/

Los significados de las columnas en cada encabezado del cuadro son los siguientes:

#gene_id: Identificacion del gen.

transcript_id: Identificacion de la transcripcion.

sprot_Top_ BLASTX hit: Mejor resultado de aciertos de Blastx de las busquedas de homologia en la base de
datos del NCBI. El alineamiento usa como entrada una secuencia de nucleétidos y compara estas secuencias
traducidas contra una base de datos de proteinas.

prot_id: Identificacién del ORF (Marco de lectura abierto) més largo.

prot_coords: Ubicacion del ORF més largo.

sprot_Top_ BLASTP_hit: Mejor resultado de aciertos de Blastp de las busquedas de homologia en la base de
datos del NCBI. El alineamiento compara una secuencia de aminoacidos contra una base de datos del mismo tipo.
Pfam: Resultado de la busqueda de identificacion de familia de proteinas.

Eggnog: Resultado de la busqueda de la base de datos de genes ortélogos

Kegg: Resultado de la busqueda de identificacion basada en la enciclopedia de genes y genomas de Kioto que es
una coleccién de bases de datos en linea de genomas, rutas enzimaticas y quimicos biologicos.

gene_ontology BLASTX: Resultado de la busqueda de ontologia génica basada en Blastx.

gene_ontology BLASTP: Resultado de la busqueda de ontologia génica basada en Blastp.

gene_ontology_ Pfam: Resultado de la busqueda de ontologia génica basada en Pfam.
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Cuadro A4. Analisis de genes diferencialmente expresados en semillas de Cedrela odorata L. en la condicion SvsG.

ID baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
TRINITY_DN1781 c0_g1 1648.74908 15.30622237 1.88863807 8.10437034 5.30E-16 1.13E-14
TRINITY_DN1491 cO g1 1260.13463 14.91894827 2.08763579 7.1463367 8.91E-13 1.33E-11

TRINITY_DN532 _c0 g2 1221.74885 14.87436374 1.8004824 8.26132139 1.44E-16 3.26E-15
TRINITY_DN1063 c0_g1 2345.86002 14.85302641 1.94499807 7.63652502 2.23E-14 3.99E-13
TRINITY_DN2650_c0_g1 1181.6376 14.82509964 1.3633074 10.8743631 1.53E-27 8.89E-26
TRINITY_DN2602_c0_gl1 1144.96584 14.78034733 1.64245369 8.99894312 2.28E-19 6.72E-18
TRINITY_DN1151 c0 g1 1118.52146 14.74590358 1.65674642 8.90051936 5.56E-19 1.59E-17

TRINITY_DN533 c0 g1 983.888145 14.56063629 1.31260173 11.0929583 1.36E-28 8.29E-27
TRINITY_DN4427 cO0 gl 950.400874 14.51210762 1.8641555 7.78481603 6.98E-15 1.32E-13
TRINITY_DN2591 c0 g1 844.167345 14.33665003 1.42833346 10.037327 1.04E-23 4.43E-22

TRINITY_DN561 cO0 g1 759.694099 14.18835052 2.12456369 6.67824201 2.42E-11 2.98E-10
TRINITY_DN3006_c0_g1 750.590916 14.17088363 1.33116256 10.6454944 1.83E-26 9.80E-25

TRINITY_DN610 c0 g1 732.390309 14.13534011 1.84524946 7.6603952 1.85E-14 3.34E-13

TRINITY_DN853 c0 g1 728.670507 14.12819211 1.82074308 7.75957481 8.52E-15 1.59E-13
TRINITY_DN9346_c0_g1 713.645698 14.09805628 1.71875933 8.20246093 2.36E-16 5.22E-15

TRINITY_DN532 c0 g1 3709.88936 14.02914123 1.05659999 13.2776276 3.12E-40 3.31E-38
TRINITY_DN4517 cO gl 624.472134 13.90553306 2.0810969 6.68182873 2.36E-11 2.91E-10
TRINITY_DN1449 c0 g1 607.004421 13.86481685 1.28398685 10.7982545 3.51E-27 1.97E-25
TRINITY_DN3408 cO0 gl 605.720886 13.86176504 1.34189035 10.3300281 5.15E-25 2.45E-23

TRINITY_DN10265 cO g1 603.918723 13.85735153 1.96655586  7.04650796 1.83E-12 2.63E-11
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Cuadro A4. Analisis de genes diferencialmente expresados en semillas de Cedrela odorata L. en la condicion SvsG.

ID baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj

TRINITY_DN7220_c0_gl  3380.58272 -13.06063157 1.2337005 -10.5865496 3.44E-26 1.81E-24

TRINITY_DNZ21_c0_g2 479.654787 -12.18421919 1.28849884 -9.45613515 3.20E-21 1.09E-19
TRINITY_DN3352_c0_gl1  540.324675 -12.15267117 248175186 -4.89681155 9.74E-07 5.90E-06
TRINITY_DN1547_c0_gl1  8001.93165 -12.11074916 0.66419156 -18.2338197 2.78E-74 9.99E-72
TRINITY_DN6100_c1_gl1  445.347883 -11.92485207 1.26838738 -9.40158524 5.37E-21 1.81E-19
TRINITY_DN3463_c0_g2 358.06883 -11.37506295 1.24456901 -9.13976073 6.26E-20 1.93E-18
TRINITY_DN539_c0_g1 3297.67339 -11.22344159 0.73891457 -15.1890923 4.18E-52 6.98E-50
TRINITY_DN1434_c0_g2  691.077992 -11.22186415 1.41628089 -7.92347352 2.31E-15 4.59E-14
TRINITY_DN8106_c0_gl  222.659881 -11.02537397 1.48744484 -7.41229095 1.24E-13 2.03E-12
TRINITY_DN5420_c0_gl1  437.439725 -10.9241166 1.90731606 -5.72748104 1.02E-08 8.59E-08
TRINITY_DN10415_c0_gl1 663.193323 -10.89809876 1.81856652 -5.99268634 2.06E-09 1.93E-08
TRINITY_DN1085_c0_g2  167.516576 -10.65137861 1.41008968 -7.55368877 4.23E-14 7.28E-13
TRINITY_DN1243_c0_g3  203.477514 -10.57751157 1.35292115 -7.81827645 5.36E-15 1.02E-13
TRINITY_DN35793_c0_gl  145.402229 -10.46126136 1.30893138 -7.99221527 1.33E-15 2.71E-14
TRINITY_DNZ2053_c0_g1 143.988128 -10.39575298 1.43285726  -7.2552607 4.01E-13 6.19E-12
TRINITY_DN1434_c0_gl  889.455544 -10.37366116 1.32037037 -7.85662976 3.95E-15 7.63E-14
TRINITY_DN7800_cO0_gl  919.942369 -10.36026723 0.88200118 -11.746319 7.38E-32 5.44E-30
TRINITY_DN39594_c0_gl 136.738638 -10.35824071 1.51537331 -6.83543829 8.18E-12 1.07E-10
TRINITY_DN9137_c0_gl  653.265118 -10.20081863 0.97082613 -10.507359 7.99E-26 4.08E-24
TRINITY_DN1061_c0_g3  121.559931 -10.01741522 1.27256154 -7.87185134 3.49E-15 6.80E-14

Nota :Esta tabla muestra los 40 genes con mayor nivel de expresién (log2FoldChange), 20 aumentados y 20 disminuidos. La tabla original cuenta

con 7667 datos que pueden visualizarse en el siguiente enlace: https://osf.io/kfn8q/.
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Cuadro A5. Andlisis de genes diferencialmente expresados en semillas de Cedrela odorata L. en la condicion SvsE.

ID baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
TRINITY_DN8755 c0 g1l 155.4272035 25.28813471 3.6701881 6.89014678 5.57E-12 1.25E-10
TRINITY_DN25351 c0 gl 33.30296631 22.30833578 3.9100627 5.70536523 1.16E-08 1.54E-07
TRINITY_DN532 _c0 g1 3709.889363 13.59730323 1.04230849 13.0453732 6.75E-39 1.68E-36
TRINITY_DN1449 c0 g1 607.0044214 13.47337556 1.28398685 10.4933906 9.26E-26 8.82E-24
TRINITY_DN41615 c0_gl1 448.5516055 13.03734985 3.90686774 3.33703384 0.00084678 0.00351387
TRINITY_DN7381_c0_g1 417.3422393 12.93345324 3.00499306 4.30398773 1.68E-05 0.00011119
TRINITY_DN12634 c0_gl 372.0099563 12.76751099 2.81420713 4.53680571 5.71E-06 4.27E-05
TRINITY_DN2856_c0_g1 340.6967786 12.64064884 2.64752299 4.77451901 1.80E-06 1.52E-05
TRINITY_DN1151 c0 g2 339.9498694 12.63758061 2.21962608 5.69356285 1.24E-08 1.64E-07
TRINITY_DN532_c0_g2 1221.748847 12.55195974 1.68613197 7.44423329 9.75E-14 2.80E-12
TRINITY_DN3408 c0 g1 605.7208855 12.50737033 1.33850752 9.34426605 9.25E-21 5.88E-19
TRINITY_DN4427_c0_g1 950.400874 12.49714811 1.80643964 6.91811 4.58E-12 1.04E-10
TRINITY_DN2618 c0 g2 306.6665074 12.4880501 1.93534768 6.45261325 1.10E-10 2.05E-09
TRINITY_DN5285 ¢c0_g1 271.2605612 12.3118176 2.27554896 5.41048241 6.29E-08 7.26E-07
TRINITY_DN4154 c0 g1l 272.1254305 12.27168794 2.34136426 5.24125535 1.59E-07 1.70E-06
TRINITY_DN1993 c0 g1 258.2549294 12.24110566 2.35437369 5.19930448 2.00E-07 2.08E-06
TRINITY_DN5119 c0 g1 467.0243966 12.1363563 1.84382641 6.58215775 4.64E-11 9.15E-10
TRINITY_DN1491 c0 g1 1260.13463 12.03258258 1.91003262 6.29967388 2.98E-10 5.19E-09
TRINITY_DN39403 c0 gl 203.2205685 11.89514336 3.90700701 3.04456668 0.00233016 0.00841736
TRINITY _DN4322 c0 g1 201.5871695 11.88362369 2.48774465 4.77686635 1.78E-06 1.50E-05
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Cuadro A5. Andlisis de genes diferencialmente expresados en semillas de Cedrela odorata L. en la condicion SvsE.

ID baseMean log2FoldChange lfcSE stat pvalue padj
TRINITY_DN7220 cO gl 3380.582717 -13.01946506 1.2337147 -10.5530599 4.92E-26 4.80E-24
TRINITY_DN1434_c0_g1 889.4555439 -11.60018605 1.32027822 -8.78616782 1.55E-18 7.83E-17
TRINITY_DN1547_c0_g1 8001.931646 -10.71969852 0.66424234 -16.1382343 1.37E-58 1.27E-55
TRINITY_DN10415 c0_ gl 663.1933226 -10.44717892 1.81865998 -5.74443767 9.22E-09 1.24E-07
TRINITY_DN2808_c0_g1 372.4487101 -10.39174374 1.21439348 -8.55714719 1.16E-17 5.37E-16
TRINITY_DN1525 c0_g1 206.3282107 -10.16435147 2.09919326 -4.84202748 1.29E-06 1.12E-05
TRINITY_DN1434 c0_g2 691.0779923 -10.04278787 1.41651388 -7.08979138 1.34E-12 3.29E-11
TRINITY_DN3463 c0_g2 358.0688295 -9.681016724 1.24532762 -7.77387136 7.61E-15 2.52E-13
TRINITY_DN3352 c0 g1 540.3246749 -9.433716138 2.4822726 -3.80043519 0.00014444 0.00075713
TRINITY_DN1423 c0 g2 2080.738221 -9.334388169 0.76287898 -12.2357391 2.00E-34 4.06E-32
TRINITY_DN37666 c0 gl 66.53702492 -9.310539752 1.83772807 -5.06633157 4.06E-07 3.97E-06
TRINITY_DN539 c0 g1 3297.673391 -9.296546176 0.73907927 -12.5785509 2.77E-36 6.14E-34
TRINITY_DN2060 c0 g1 643.2863234 -9.169607381 1.10569164 -8.29309642 1.10E-16 4.62E-15
TRINITY_DN12162_c0_gl 2757.053368 -9.050611908 0.57888442 -15.6345751 4.23E-55 2.70E-52
TRINITY_DN12069 c0_gl 306.3849491 -9.034669687 1.30034416 -6.94790655 3.71E-12 8.54E-11
TRINITY_DN41835 c0_gl 100.4370778 -8.842154754 1.69094714 -5.22911364 1.70E-07 1.80E-06
TRINITY_DN1243 c0_g3 203.477514 -8.803695776 1.35422421 -6.50091449 7.98E-11 1.52E-09
TRINITY_DN6100_cl1 g1 445.347883 -8.766490889 1.27005441  -6.902453 5.11E-12 1.16E-10
TRINITY_DN772_c0_g1l 1842.271821 -8.760211068 0.67543504 -12.9697314 1.82E-38 4.44E-36
TRINITY DN2314 c0 gl 80.19367253 -8.664018555 2.59741115 -3.33563616 0.00085104 0.00352871

Nota: Esta tabla muestra los 40 genes con mayor nivel de expresién (log2FoldChange), 20 aumentados y 20 disminuidos. La tabla original cuenta
con 5,530 datos que pueden visualizarse en el siguiente enlace: https://osf.io/kfn8q/
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Cuadro A6. Analisis de genes diferencialmente expresados en semillas de Cedrela odorata L. en la condicion EvsG.

ID baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
TRINITY_DN15588 c0 g1 18.0902303 8.795020559 1.43452789 6.13095126  8.74E-10 3.58E-08
TRINITY_DN10762_c0_g2 18.0266892 7.68613469 2.20848956 3.48026761 0.00050091 0.00391572
TRINITY_DN18720_c0_g2 6.36701858 7.153228658 2.15051935 3.3262796 0.00088014 0.00624984
TRINITY_DN27107_c0_g2 5.0729079 6.75395573 1.78537287 3.78293849 0.00015499 0.00147255
TRINITY_DN4104_c0_gl1 80.3197691 6.655282904 1.25657697 5.29635912 1.18E-07 2.89E-06
TRINITY_DN45204 cO_gl 10.4857931 6.485735029 1.4271432 4.54455799 5.51E-06 8.32E-05
TRINITY_DN39528 c0 gl 35.7382298 6.339921839 1.75706668 3.60824203 0.00030828 0.00261249
TRINITY_DN3860 c0 g2 25.9119838 6.29259033 1.80839883 3.47964742 0.00050207 0.00392364
TRINITY_DN7710 c0 gl 255.536004 6.074412469 1.13123999 5.36969387  7.89E-08 2.02E-06
TRINITY_DN13150 c0_gl1 8.17872014 6.073203252 1.58758296 3.82543992 0.00013054 0.00126566
TRINITY_DN2591 c0 gl 844.167345 6.042434411 1.45472858 4.15365071 3.27E-05  0.0003915
TRINITY_DN21981 c0_gl 42.5321756 6.020416893 1.33035536 4.52542009 6.03E-06 8.99E-05
TRINITY_DN37666_c0_gl 66.5370249 5.907506541 1.45962224 4.04728456 5.18E-05 0.00057662
TRINITY_DN125 c0 g1 1665.76546 5.835749054 0.76540999 7.62434397 2.45E-14 2.68E-12
TRINITY_DN14449 c0 gl 32.7528982 5.717416299 1.65642014 3.45167036 0.00055713 0.00427078
TRINITY_DN16248 c0 gl 222.820806 5.71009604 0.70244335 8.12890606 4.33E-16 6.56E-14
TRINITY_DN4518 cO g1 180.924355 5.680515418 1.11198977 5.10842416  3.25E-07 7.04E-06
TRINITY_DN45135 c0_g1 33.3903853 5.648502437 1.75942926 3.21041747 0.00132542 0.00869982
TRINITY_DN26175 c0_gl 5.35961858 5.636761302 1.67786473 3.35948495 0.00078088 0.00565098
TRINITY_DN19282 c0 gl 9.88843293 5.610352893 1.5633591 3.58865273 0.00033239 0.00277688

101



Cuadro A6. Analisis de genes diferencialmente expresados en semillas de Cedrela odorata L. en la condicion EvsG.

ID baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj

TRINITY_DN25351 c0 g1 33.3029663 -22.48676688 3.90791734 -5.75415622 8.71E-09 2.84E-07
TRINITY_DN8755_c0_gl1 155.427204 -22.09506309 3.67120371 -6.01847919 1.76E-09 6.61E-08
TRINITY_DN21 c0 g2 479.654787 -11.27144125 1.13323213 -9.94627751 2.62E-23 1.16E-20
TRINITY_DN10163 c0_g3 73.8834888 -10.43572206 2.93725381 -3.55288399 0.00038103 0.00311645
TRINITY_DN5865 c0 gl 58.8945879 -10.09775915 1.4698681 -6.86984034 6.43E-12 4.20E-10
TRINITY_DN34_c0_g2 167.136883 -10.02233687 2.31248125 -4.33401865 1.46E-05 0.00019435
TRINITY_DN8938 c0 gl 48.8504634 -9.834055059 2.45626418 -4.00366343 6.24E-05 0.00067591
TRINITY_DN4463 c0 g2 44.107151 -9.682507582 2.71394888 -3.56768238 0.00036015 0.00296857
TRINITY_DN5653 c0 g1 41.7724391 -9.612893493 1.48295992 -6.48223419 9.04E-11 4.62E-09
TRINITY_DN35793 c0_gl 145.402229 -9.611456385 1.17622366 -8.17145301 3.05E-16 4.78E-14
TRINITY_DN12967 c0 gl 41.4168918 -9.595516673 1.5401645 -6.2301895  4.66E-10 2.03E-08
TRINITY_DN22040_c0O_gl 41.6087277 -9.572696151 1.65160721 -5.79598835 6.79E-09 2.28E-07
TRINITY_DN21743 c0_gl 38.2150323 -9.484497742 1.39414728 -6.80308162 1.02E-11 6.36E-10
TRINITY_DN7150 _c1 g1 36.0578301 -9.400829586 1.56648263 -6.00123449 1.96E-09 7.31E-08
TRINITY_DN36489 c0 gl 34.6190875 -9.341903724 1.53365791 -6.09125649 1.12E-09 4.40E-08
TRINITY_DN13342_c0_gl 30.4644378 -9.136654002 1.35734395 -6.73127398 1.68E-11 1.00E-09
TRINITY_DN5355 c0_g3 29.6566538 -9.119003319 1.51330858 -6.02587167 1.68E-09 6.34E-08
TRINITY_DN7121 c0 gl 29.5745843 -9.114609357 1.42814763 -6.38211987 1.75E-10 8.45E-09
TRINITY_DN8136 cl1 gl 28.0976432 -9.015666124 1.62642299 -5.54324808 2.97E-08 8.48E-07
TRINITY _DN3380 cO gl  27.939804 -9.00810966 1.53122312 -5.8829504 4.03E-09 1.41E-07

Nota: Esta tabla muestra los 40 genes con mayor nivel de expresion (log2FoldChange), 20 aumentados y 20 disminuidos. La tabla original cuenta
con 1420 datos que pueden visualizarse en el siguiente enlace: https://osf.io/kfn8a/

102


https://osf.io/kfn8q/

Cuadro A7. Anotacion funcional manual apoyados de las bases de datos de NCBI y TAIR en semillas de Cedrela odorata L.

El cuadro muestra los 50 genes que mas aumentaron y 50 que mas disminuyeron sus niveles de expresion en cada
comparacion: Svsg, EvsG y SvsG haciendo un total de 247 genes. Para su visualizacion, vaya al siguiente
enlace: https://osf.io/kfn8a/

Los significados de las columnas en cada encabezado del cuadro son los siguientes:

e |D: Identificacion del gen.

e Grupo en mapa de calor: Grupo al que pertenece en el mapa de calor de la Figura 2.3.

e log2FoldChange SvsE: Cambio relativo en la expresion de la comparacion Seca vs Embebida.

e log2FoldChange EvsG: Cambio relativo en la expresion de la comparacion Embebida vs Germinada.
e log2FoldChange SvG: Cambio relativo en la expresion de la comparacion Seca vs Germinada.

e I|dentificacion de Arabidopsis: Clave de identificacion en la base de datos de TAIR.

e E-value: Valor E de la anotacion dada en la base de datos de TAIR.

e Porcentaje de identidad: Porcentaje de identidad de la anotacién dada en la base de datos de TAIR.
e Otros nombres: Otros nombres con los que se puede identificar al mismo gen.

e Descripciones de genes: Breve descripcion del gen por la base de datos de TAIR.

e GO PB: Ontologia génica de los procesos biolégicos dados por la base de datos de TAIR.

e GO CC: Ontologia génica de los componentes celulares dado por la base de datos de TAIR.

e GO FM: Ontologia génica de la funcién molecular dado por la base de datos de TAIR.

e Identificacion NCBI; Clave de identificacion en la base de datos de NCBI.

e E-value: Valor E de la anotacion dada en la base de datos de NCBI.

e Porcentaje de identidad: Porcentaje de identidad de la anotacion dada en la base de datos de NCBI.

e Descripciones de genes: Breve descripcion del gen por la base de datos de NCBI.
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Cuadro A8. Resultados de enriquecimiento GO de los PB de los 100 genes (50 aumentados y 50 disminuidos) con mayor nivel de
expresion (log2FoldChange) en la comparacion Svsk en semillas de Cedrela odorata L.

Término ID Nombre Frecuencia Unicidad D:)Si'ﬁggga Representante
G0:0006979 "respuesta al estrés oxidativo" 1.979 0.849 0 nulo
G0:0071493 "respuesta celular a UV-B" 0.032 0.848 0.156 "respuesta al estrés oxidativo"
G0:0046686 "respuesta al ion cadmio” 1.316 0.846 0.226 "respuesta al estrés oxidativo"
G0:0009630 "gravitropismo" 0.433 0.843 0.32 "respuesta al estrés oxidativo"
G0:0009741 “respuesta a brasinoesteroide” 0.491 0.837 0.361 "respuesta al estrés oxidativo"
GO:0098869 desmtOXI?:?I:LIJ?;r gse"omdantes 0.775 0.791 0.379 respuesta al estrés oxidativo
GO0:0034605 “respuesta celular al calor" 0.298 0.797 0.383 "respuesta al estrés oxidativo"
G0:0006952 "respuesta a defensa" 7.096 0.829 0.456 "respuesta al estrés oxidativo"
GO0:0042742  "respuesta de defensa a la bacteria” 1.821 0.807 0.487 "respuesta al estrés oxidativo"
GO0:0071456 "respuesta celular a la hipoxia" 1.037 0.742 0.532 "respuesta al estrés oxidativo"
GO0:0071398 ‘"respuesta celular a los acidos grasos” 0.334 0.784 0.561 "respuesta al estrés oxidativo"
GO:0009740 via de s?n_allza_cmn,r'netlj‘lada por 0.347 0.741 0.67 “respuesta al estrés oxidativo"
acido giberélico
G0:0010047 "dehiscencia de frutos" 0.05 0.966 0 nulo
G0:0048462 “formacion de carpelos" 0.018 0.953 0.291 "dehiscencia de frutos”
G0:0010154 "desarrollo de frutos" 2.727 0.942 0.467 "dehiscencia de frutos"
GO:0010608 regulacién pos;r,anscfrlpm?nal de la 2011 0.955 0 nulo
expresion génica
G0:0031222 "proceso catabdlico de arabinosa" 0.036 0.919 0 nulo
. "transporte de la membrana
G0:0048227 plasmética al endosoma” 0.188 0.951 0 nulo
GO0:0009926 "transporte polar de auxina” 0.302 0.94 0.311 Transporte de la membrana
plasmatica al endosoma

GO:0030643 homeostasis de iones de fosfato 0.014 0935 0.408 Transp(,)r_te de la membra'r'1a

celular plasmatica al endosoma
G0:0080171 "organizacion vacuola litica" 0.014 0.894 0.022 nulo
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Cuadro A8. Resultados de enriquecimiento GO de los PB de los 100 genes (50 aumentados y 50 disminuidos) con mayor nivel de
expresion (log2FoldChange) en la comparacion Svsk en semillas de Cedrela odorata L.

Término ID Nombre Frecuencia Unicidad D:)Silﬁ)ggja Representante
G0:0033617 ensamblaje Qe CItOCFQnJO ¢ oxidasa 0.063 0.853 0.285 "organizacion de vacuolas liticas"
mitocondrial
GO0:0051567 "metilacién de histona H3-K9" 0.036 0.812 0.304 "organizacion de vacuolas liticas"
G0:0071555 "organizacion de la pared celular" 2.371 0.829 0.325 "organizacion de vacuolas liticas"
GO:0051259 oI|gomenzerlg![g?cg;complejos 0.261 0.846 0533 organizacion de vacuolas liticas
GO:0006346 "Ens_amblaje de hetgro_c,romatlna ) 0.032 0.77 058 "organizacion de vacuolas liticas"
dependiente de la metilacién del ADN
GO:0010215 organ|zaC|oge<|juei\Or2;c"rof|bnIlas de 0.077 0.84 0.653 organizacion de vacuolas liticas
GO:0045168 sefalizacion cglula—celula ]nvolucradlc?l 0.167 0.91 0.027 nulo
en el compromiso del destino celular
"Respuesta inmune innata que activa "sefalizacion célula-célula
G0:0002220 la via de sefalizacién del receptor de 0.009 0.815 0.292 involucrada en el compromiso del
la superficie celular" destino celular”
GO0:0051555 "proceso biosintético de flavonoles" 0.081 0.902 0.068 nulo
GO:0006499 "Miristoilacion de proteina N-terminal”  0.018 0.84 0.218 proceso biosintetico de
flavonoles
GO:0009809  “proceso biosintético de lignina” 0.18 0.873 0.256 proceso biosintetico de
flavonoles
GO0:0006412 "traduccion” 2.831 0.809 0.414 proceso biosintetico de
flavonoles
G0:0016311 "desfosforilacion” 1.578 0.899 0.075 nulo
G0:0009694 proceso metabalico del acido 0.194 0.872 0.108 "desfosforilacion”
jasménico
G0:0009060 "respiracion aerdbica" 0.582 0.892 0.12 "desfosforilacion”
GO:0005975 "proceso metabdlico de carbohidratos" 5.058 0.926 0.127 "desfosforilaciéon”
G0:0031408 "proceso biosintético de oxilipina” 0.104 0.849 0.462 "desfosforilaciéon”
G0:0006542 "proceso biosintético de glutamina" 0.032 0.841 0.502 "desfosforilacion”
G0:0005980 "proceso catabolico del glucégeno” 0.009 0.872 0.668 "desfosforilacion”
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Cuadro A9. Resultados de enriquecimiento GO de los PB de los 100 genes (50 aumentados y 50 disminuidos) con mayor nivel de

expresion (log2FoldChange) en la comparacion EvsG en semillas de Cedrela odorata L.

Término ID Nombre Frecuencia Unicidad Dispensabilidad Representante
G0:0009733 " respuesta a la auxina " 1.785 0.85 0 nulo
G0:0071483 "respuesta celular a la luz azul" 0.122 0.823 0.174 "respuesta a la auxina"
G0:0009651 "respuesta al estrés salino" 1.961 0.798 0.406 "respuesta a la auxina"
G0:0009738 " via de sefializacion activada por 0.947 0.741 0.579 "respuesta a la auxina"
acido abscisico "
G0:0009768 " fotosintesis, recoleccion de luz en el 0.104 0.974 0 nulo
fotosistema | "
G0:0043086 " regulacién negativa de la actividad 1.109 0.932 0 nulo
catalitica "
GO:0045905 " regulacién positiva de la terminaciéon 0.014 0.89 0.127 " regulacion negativa de la
de la traduccién " actividad catalitica "
G0:0045893 " regulacion positiva de la transcripcion, 2.493 0.868 0.557 “regulacion negativa de la
plantilla de ADN " actividad catalitica”
G0:0048316 " desarrollo de semillas " 2.574 0.952 0 null
G0:0042335 " desarrollo de la cuticula " 0.104 0.952 0.364 " desarrollo de semillas "
G0:1990544 " transporte transmembrana de ATP 0.023 0.937 0.022 nulo
mitocondrial "
G0:0055085 " transporte transmembrana " 5.973 0.924 0.335 " transporte
transmembrana de ATP
mitocondrial "
GO:0007017 " proceso basado en microttbulos " 1.01 0.968 0.03 nulo
G0:0030036 " organizacion del citoesqueleto de 0.442 0.931 0.034 nulo
actina "
G0:0042546 " biogénesis de la pared celular " 1.055 0.929 0.335 " organizacion del

citoesqueleto de actina "
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Cuadro A10. Resultados de enriquecimiento GO de los PB de los 100 genes (50 aumentados y 50 disminuidos) con mayor nivel de
expresion (log2FoldChange) en la comparacion SvsG en semillas de Cedrela odorata L.

Término ID Nombre Frecuencia Unicidad Dispensabilidad Representante
G0:0051555 "proceso biosintético de flavonol* 0.081 0.966 0 nulo
G0:0080126 " desarrollo del septum ovarico " 0.005 0.957 0 nulo
G0:0010074 mantenimiento de la identidad del 0.334 0.941 0.228 " desarrollo del septum
meristemo " ovarico "
G0:0048767 " alargamiento del pelo de raiz " 0.311 0.899 0.609 " desarrollo del septum
ovarico "
G0:0080165 " depobsito de calosa en la placa de tamiz 0.014 0.975 0 nulo
del floema "
G0:0045037 " importacién de proteinas en el estroma 0.117 0.944 0.352 " depdésito de calosa en la
del cloroplasto " placa de tamiz del floema "
G0:0080171 " organizacion de vacuolas liticas " 0.014 0.922 0 nulo
GO0:0033617 " ensamblaje del citocromo c oxidasa 0.063 0.905 0.285 " organizacion de vacuolas
mitocondrial " liticas "
GO0:0051567 " metilacion de histona H3-K9 " 0.036 0.861 0.304 " organizacion de vacuolas
liticas "
G0:0042546 " biogénesis de la pared celular " 1.055 0.903 0.434 " organizacion de vacuolas
liticas "
G0:1902290 " regulacion positiva de la respuesta de 0.045 0.911 0 nulo
defensa a los oomicetos”
G0:0010608 " regulacion postranscripcional de la 2.011 0.905 0.168 " regulacion positiva de la
expresién génica " respuesta de defensa a los
oomicetos "
G0:1901430 " regulacién positiva del proceso 0.009 0.908 0.305 " regulacion positiva de la
biosintético de lignina siringal " respuesta de defensa a los
oomicetos "
G0:1900370 " regulacion positiva del ARN 0.018 0.902 0.318 " regulacion positiva de la
interferencia " respuesta de defensa a los
oomicetos "
G0:0071494 " respuesta celular a UV-C " 0.018 0.833 0.019 nulo
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Cuadro A10

. Resultados de enriquecimiento GO de los PB de los 100 genes (50 aumentados y 50 disminuidos) con

mayor nivel de expresion (log2FoldChange) en la comparacion SvsG en semillas de Cedrela odorata L.

Término ID Nombre Frecuencia Unicidad Dispensabilidad Representante
G0:0071732 " respuesta celular al 6xido nitrico " 0.018 0.82 0.198 " respuesta celular a UV-C "
G0:0048015 " sefializacion mediada por 0.068 0.772 0.215 " respuesta celular a UV-C "
fosfatidilinositol"
G0:0009733 " respuesta a la auxina " 1.785 0.813 0.276 " respuesta celular a UV-C "
G0:0009651 " respuesta al estrés salino " 1.961 0.825 0.344 " respuesta celular a UV-C "
G0:0098869 " desintoxicacion de oxidantes celulares " 0.775 0.762 0.392 " respuesta celular a UV-C "
G0:0006952 " respuesta de defensa " 7.096 0.827 0.455 " respuesta celular a UV-C "
G0:0071456 " respuesta celular a la hipoxia " 1.037 0.724 0.521 " respuesta celular a UV-C "
G0:0009873 " via de sefializacién activada por etileno " 0.875 0.678 0.581 " respuesta celular a UV-C "
G0:0007165 " transduccion de sefiales " 8.038 0.682 0.632 " respuesta celular a UV-C "
GO:0009768 " fotosintesis, recoleccion de luz en el 0.104 0.941 0.061 nulo
fotosistema | "
G0:0016311 " desfosforilacion " 1.578 0.926 0.102 " fotosintesis, recoleccion
de luz en el fotosistema | I"
G0:0006508 " protedlisis " 4.909 0.915 0.119 " fotosintesis, recoleccion
de luz en el fotosistema | "
GO0:0009116 " proceso metabdlico de nucledsidos " 0.261 0.913 0.241 " fotosintesis, recoleccion
de luz en el fotosistema | "
G0:0016567 " ubiquitinacién de proteinas " 3.688 0.877 0.424 fotosintesis recolecciéon de

luz en el fotosistema | "

108



Figura Al. Analisis REVIGO de los procesos bioldgicos en 100 genes expresados diferencialmente (DEG), regulados al alza y a la
baja en la comparacion Seca vs Germinada (SvsG). Cada rectangulo representa un grupo. Los representantes se
clasifican en "supergrupos” de términos vagamente relacionados, reflejados por diferentes colores. La frecuencia del
término GO se refleja en el tamafio de los rectangulos.
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